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Zusammenfassung 
Wachs-Synthasen (WS) katalysieren die Synthese von Wachsestern (WE) ausgehend von 
Fettalkoholen und aktivierten Fettsäuren. Enzyme mit WS-Aktivität finden sich in verschiedenen 
Acyltransferase-Familien, die zum Teil nur geringe Ähnlichkeiten miteinander besitzen. Neben den 
monofunktionalen Enzymen wurden auch bi- oder multifunktionale Enzyme beschrieben, die neben 
den Fettalkoholen auch Diacylglycerole, Diole, Isoprenole oder Sterole als Acyl-Akzeptor nutzen 
können. In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals Sequenzen aus dem eukaryoten Protisten 
Tetrahymena thermophila und den Bürzeldrüsen verschiedener Vogelarten kloniert und funktional 
charakterisiert. Diese Organismen wurden ausgewählt, da sie ungewöhnliche WE-Spezies 
synthetisieren und daher möglicherweise über WS mit besonderen Substratspezifitäten verfügen. 
Über Homologien zu humanen Wachs-Synthasen konnten 4 Proteine aus Tetrahymena und 5 aus 
dem Huhn identifiziert werden, welche wiederum die Klonierung von je 2 Proteinen aus der Gans 
und der Schleiereule ermöglichten. Phylogenetische Studien zeigten, dass die Proteine aus 
Tetrahymena, sowie die WS4 und WS5-Proteine der Vögel eigene Zweige der Acyl-CoA:Diacylglycerol 
Acyltransferase 2 (DGAT2) verwandten Proteinfamilien bilden, während GgWS1 und GgWS2 höhere 
Ähnlichkeiten mit einigen bekannten Vertretern der DGAT2-Familie aus Säugern besitzen.  
Die Analyse der Proteine erfolgte über Expressionsstudien in Saccharomyces cerevisiae Mutanten 
und über in vitro Assays, in denen Membranen der transgenen Hefen als Enzymquelle eingesetzt 
wurden. Diese Versuche zeigten, dass alle untersuchten Proteine aus T. thermophila (Tt) funktional in 
S. cerevisiae exprimiert wurden und sowohl in vivo als auch in vitro Acyltransferase-Aktivität besaßen. 
TtWS1 besaß hauptsächlich WS-Aktivität, während die anderen drei TtWS-Proteine multifunktionale 
Acyltransferasen darstellten und ebenfalls Triacylglycerole (TAG) und Isoprenylester, sowie teilweise 
Diester synthetisierten. Von den fünf identifizierten Sequenzen aus dem Huhn (Gallus gallus, Gg) 
wurden vier in vivo funktional exprimiert und führten zur Bildung von Reservelipiden. GgWS2 und 
GgDGAT1 exprimierende Hefen produzierten WE, während in GgWS1 und GgWS4 exprimierenden 
Kulturen zusätzlich unterschiedliche Mengen an TAG nachweisbar waren. Darüber hinaus gelang es, 
Homologe von GgWS4 und GgWS5 aus der Gans (Anser domesticus, Ad) und der Schleiereule (Tyto 
alba, Ta) zu klonieren. Die Expression der WS4-Homologe führte in vivo ebenfalls zur Bildung von WE 
und TAG, während keines der WS5-Homologe einen Einfluss auf die Lipidproduktion besaß. In vitro 
wurde gezeigt, dass GgWS1 und GgWS2 vorwiegend monofunktionale WS darstellten, während die 
WS4-Proteine zur Gruppe der bifunktionalen WS/DGAT-Enzyme gehörten. AdWS4 und TaWS4 
zeigten zudem hohe Aktivitäten mit Isoprenolen als Acyl-Akzeptoren.  
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Der Vergleich der Lipidproduktion der transgenen Hefen mit den Lipiden der Bürzeldrüsen-Extrakte 
zeigte deutliche Unterschiede, allerdings belegten Assays mit Membranen aus Bürzeldrüsen, dass die 
identifizierten Aktivitäten der klonierten Proteine auch in den tierischen Geweben zu finden waren. 
Diese Versuche lieferten Hinweise, dass neben der Substrat-Spezifität der WS der verfügbare Pool an 
Substraten für die Bildung bestimmter WE-Spezies verantwortlich ist.  
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1 Einleitung 
Unter Wachsen versteht man im chemischen Sinne Fettsäureester, also über eine Esterbindung 
verbundene Fettsäure- und Fettalkoholreste. Wachse können in natürliche und synthetische Wachse 
unterteilt werden, wobei fließende Übergänge zwischen beiden bestehen. Die natürlichen Wachse 
sind biochemisch hergestellte Verbindungen, die sowohl von tierischen als auch von pflanzlichen 
oder bakteriellen Organismen gebildet werden. Neben diesen rezenten natürlichen Wachsen gibt es 
die fossilen natürlichen Wachse, die als Nebenbestandteile in Erdöl, Kohle und auch Torf vorkommen. 
Da natürliche Wachse selten in ausreichender Reinheit vorliegen, werden sie für industrielle Nutzung 
raffiniert. Zu den genutzten physikalischen Verfahren gehört dabei die Destillation oder die 
Extraktion, um eine möglichst reine Substanz zu erhalten. Des Weiteren werden chemische 
Verfahren wie Hydrogenierungen oder Oxidierungen eingesetzt, um die Wachse zu verändern. Die 
aus diesen Prozessen resultierenden Produkte werden als modifizierte natürliche Wachse 
zusammengefasst. Zusätzlich dazu können Wachsester auch auf spezielle Anwendungen hin weiter 
modifiziert werden. Die teil-synthetischen Wachse werden durch Veresterung, Amidierung oder 
Neutralisierung gewonnen und bilden eine Zwischengruppe zwischen den natürlichen und den rein 
synthetischen Wachsen (Wolfmeier et al. 2000). 
In der Natur haben Wachsester vielfältige Funktionen. Sie dienen in der Cuticula von Pflanzen oder 
auf der Epidermis verschiedener Säugetiere dem Schutz vor Wasserverlust und Pathogenen. Bienen 
nutzen Wachs als Stützgerüst ihrer Behausungen und Vögel produzieren Wachsester, um ihr Gefieder 
geschmeidig zu halten. Einige Bakterienarten wie Acinetobacter sowie manche Pflanzen wie Jojoba 
(Simmondsia chinensis) nutzen Wachsester als Reservestoffe anstelle der weiter verbreiteten 
Triacylglycerole. Auch der Mensch hat sich verschiedene Wachsester zunutze gemacht. Hierbei sind 
neben dem Bienenwachs vor allem das Jojobaöl und das Carnaubawachs als bekannteste Vertreter 
hervorzuheben (Bohnet 2003). 
Die Biosynthese von Wachs-Monoestern wird durch die Acyl-CoA:Wachsalkohol Acyltransferasen 
katalysiert (AWAT), die auch Wachs-Synthasen (WS) genannt werden (Abbildung 1). Bei dieser 
Reaktion werden Fettalkohole mit aktivierten Fettsäureresten, meist in Form von Acyl-Coenzym A 
Thioestern, zu den Wachsestern kondensiert, wobei reduziertes Coenzym A frei wird. Die 
Fettalkohole werden durch Acyl-CoA Reduktasen (fatty acyl-CoA reductase, FAR) bereitgestellt, 
während die Acyl-CoA-Thioester direkt aus dem Fettsäure-Metabolismus stammen.  
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Abbildung 1: Biosynthese von Wachs-Monoestern durch Wachs-Synthasen (WS).  
WS katalysieren die Kondensation von Fettalkoholen mit aktivierten Acylresten in Form von Acyl-Coenzym A zu 
Monoestern, wobei reduziertes Coenzym A frei wird. 
1.1 Verwendung von Wachsestern 
Industriell genutzte Wachsester müssen verschiedenen physikalischen Kriterien entsprechen. Dazu 
gehören unter anderem die Härte, der Schmelzpunkt, der Fließpunkt, die Viskosität und die 
Beständigkeit. Bislang sind die Zusammenhänge zwischen der Zusammensetzung der Wachsester und 
den Eigenschaften nicht ausreichend bekannt, allerdings bedingt ein hoher Grad an Verzweigung 
einen niedrigen Viskositätskoeffizienten, ein geringer Sättigungsgrad eine hohe 
Oxidationsempfindlichkeit und eine hohe Linearität einen hohen Schmelz- und Fließpunkt und damit 
vor allem bei niedrigen Temperaturen eine hohe Viskosität (Bhuyan et al. 2006; Li et al. 2010; Yao et 
al. 2010). Während in vielen Bereichen wie der Plastikherstellung petrochemische Ausgangs-
materialien genutzt werden, können in anderen Bereichen auch rezente Rohstoffe eingesetzt werden. 
Generell ist die Verwendung von Wachsestern in der Industrie weit verbreitet. Sie werden 
beispielsweise als Additive in Schmiermitteln für die technische Industrie, als Überzugsmittel für 
Pharmazeutika und Lebensmittel und als Imprägnierungsmittel in Polituren verwendet, auch in der 
Kosmetikindustrie spielen sie eine große Rolle als Zusätze in Cremes und Shampoos. 
Schmiermittel werden in den meisten Getrieben eingesetzt. Sie müssen besonders unempfindlich 
gegenüber Oxidation, Hydrolyse und hohen Drücken sein und sowohl bei hohen als auch bei 
niedrigen Temperaturen stabil bleiben. Je nach Anwendungsbereich müssen bestimmte Standards 
erfüllt werden, die mit mineralölbasierten Rohstoffen nicht immer erreicht werden können, wodurch 
sich ein großes Potential für natürliche Rohstoffe bietet. Monoester, Diester, Glycerinester und 
Polyester aus nachwachsenden Rohstoffen finden in vielen Bereichen schon heute Anwendung, sogar 
in der Küstenbohrung werden natürliche Öle den Mineralölen vorgezogen (Kamm et al. 2006). Dies 
liegt zum einen an ihrer geringeren Toxizität und der biologischen Abbaubarkeit, die große Vorteile 
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bezüglich der Umweltverträglichkeit liefern, zum anderen überzeugen diese Schmiermittel auch 
durch hohe Viskositäten und Entzündungstemperaturen, was die Gefahren im Umgang mit ihnen 
reduziert. Die hier verwendeten Ester sind zurzeit allerdings noch semisynthetisch: die Fettsäuren 
stammen zwar aus pflanzlichen Rohstoffen wie dem Rapsöl, sie werden jedoch chemisch modifiziert 
und erst dann in Estern gebunden. 
In der Kosmetikindustrie werden häufig Fettsäureester eingesetzt. Sie verleihen den Produkten nicht 
nur pflegende Eigenschaften, sondern machen sie zudem weicher und angenehmer auf der Haut, 
Cremes lassen sich besser verteilen und Shampoos schäumen leichter auf (Kamm et al. 2006). Die 
sensorischen Qualitäten werden in zahlreichen Cremes, Duschgels und Shampoos durch Zugabe von 
Hexyllaurat, Hexyldecylstearat, Decyloleat oder Oleylerucat verbessert. In der Kosmetikindustrie 
werden neben den fossilen Wachsestern auch rein natürliche Rohstoffe eingesetzt. Beispielsweise 
werden Wachsester verwendet, welche aus der Wachsschicht des Apfels (Pyrus malus) in großem 
Maßstab durch Extraktion von Trester isoliert werden, der als Abfallprodukt bei der Saftproduktion 
anfällt. Diese bestehen zu 65 % aus sehr langkettigen Wachsestern, die in Shampoos eingesetzt das 
Haar nicht nur vor Feuchtigkeitsverlust, sondern auch vor chemischen und UV-bedingten Schäden 
schützen (Kamm et al. 2006). Neben diesen Wachsen finden weitere typische pflanzliche Wachsester 
hier Verwendung, wozu besonders das Jojoba-Wachs zählt. Jojoba (Simmondsia chinensis) verfügt 
über 97 % Wachsester in ihrem Samenöl, die größtenteils aus einfach-ungesättigten Fettsäuren und 
Fettalkoholen mit Kettenlängen zwischen 18 und 22 C-Atomen bestehen. Aufgrund der geringen 
Jahresproduktion und des damit verbundenen hohen Preises ist die Verwendung auf die Pharma- 
und Kosmetikindustrie beschränkt. 
Carnaubawachs, welches aus der brasilianischen Fächerpalme Copernicia cerifera gewonnen wird, ist 
das härteste natürliche Wachs und hat mit 82 bis 84 °C die höchste Schmelztemperatur. Es besteht zu 
40 % aus sehr langkettigen Wachsestern, deren Fettsäuren zwischen 20 und 30 C-Atome aufweisen 
und deren Fettalkoholreste aus 30 bis 34 C-Atomen bestehen. Aufgrund der hohen 
Temperaturstabilität wird es vor allem als Überzugsmittel in der Pharma- und Süßwarenindustrie 
verwendet, sowie in der Kosmetikindustrie zur Herstellung von Lippenstiften. Zudem findet es als 
Politur- und Reinigungsmittel Anwendung. 
Das Fett des Pottwals war vor dem Eintritt des Walfang Moratoriums 1986 ein beliebter Rohstoff. 
Das sogenannte Spermaceti hat ähnliche Eigenschaften wie Jojoba-Wachs und fand zunächst 
Verwendung als Lampenöl und Schmiermittel. Spermaceti besteht zu 75 % aus Wachsestern mit 
ungesättigten Fettsäure- und Fettalkoholresten und dient dem Wal nicht nur als Energiereserve 
sondern auch zur Isolierung und zum Auftrieb. Erst mit dem weitgehenden Verbot des Walfangs 
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brach der auf Spermaceti basierende Markt in sich zusammen und wurde danach weitgehend durch 
fossile Rohstoffe ersetzt.  
Bienenwachs gehört zu den wenigen heute noch genutzten tierischen Wachsen. Es besteht zu etwa 
35 % aus Monoestern und 14 % aus Diestern, dabei handelt es sich vor allem um gesättigte Ester sehr 
langkettiger Fettalkohole oder 1,2-Diole (C24-C34) und langkettiger Fettsäuren mit 16 bis 18 C-Atomen 
(Tulloch 1971). Zudem sind hier auch geringere Mengen an Hydroxy-Monoestern und Triestern 
enthalten. Bienenwachs wird größtenteils als Überzugsmittel in der Süßwarenindustrie eingesetzt, 
findet sich aber auch in pharmazeutischen und kosmetischen Produkten. Zudem ist es der Rohstoff 
für die Herstellung von Bienenwachskerzen.  
Lanolin, das Wachs der Schafwolle, enthält etwa 50 % Wachsester, die aus gesättigten und häufig 
methylverzweigten Fettsäuren und Fettalkoholen mit Kettenlängen zwischen 16 und 30 C-Atomen 
bestehen. Verwendung findet es in der Lederverarbeitung, Kosmetik, Pharmazie und als 
Schmiermittel. 
Bei der Verwendung semisynthetischer Wachsester werden die vorhandenen Fettsäuren chemisch 
modifiziert. Diese Umsetzung bedeutet einen Mehraufwand an Zeit und Geld und könnte umgangen 
werden, wenn es gelänge, gentechnologisch maßgeschneiderte Wachsester herzustellen. Denkbar 
wäre dies vor allem in der technischen Industrie, da hier die Akzeptanz genetisch modifizierter 
Organismen größer ist als in Bereichen wie der Lebensmittel- oder Kosmetikindustrie. 400 
Megatonnen fossiler Lipide werden jährlich in der chemischen Industrie verbraucht, größtenteils bei 
der Herstellung von Plastik und als Schmiermittel (Carlsson et al. 2011), der Bedarf steigt jährlich. 
Hier wären erneuerbare Rohstoffe, die aus pflanzlichen Materialien stammen, geeignet, den Bedarf 
an fossilen Rohstoffen zu verringern, sofern sie über äquivalente Eigenschaften verfügen. Sie sind 
umweltfreundlicher, biologisch abbaubar und regenerativ und können auf die jeweiligen 
Anforderungen spezifiziert werden. Dadurch verringern sich die Aufarbeitungskosten und pflanzliche 
Produkte werden konkurrenzfähiger. Neben den Ansätzen von pflanzlichen Produktionsplattformen 
in Ölsaaten werden zunehmend auch mikrobiell hergestellte Lipide als mögliche Ersatzstoffe 
gehandelt. Einige Bakterienarten wie Acinetobacter sind in der Lage, Speicherlipide in Form von 
Wachsestern oder Triacylglycerolen anzureichern. Da die bakteriellen an der Lipidsynthese 
beteiligten Enzyme eine recht breite Substratspezifität aufweisen, lassen sich durch Zugabe von 
geeigneten Vorstufen gezielt spezifische Wachsester für die industrielle Nutzung herstellen 
(Kalscheuer et al. 2004). Die Produktion von Wachsestern in genetisch modifizierten Organismen, ob 
Pflanzen oder Bakterien, bietet große Chancen in der Herstellung maßgeschneiderter Schmiermittel 
für die technische Industrie. 
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1.2 Wachsproduktion in Vögeln 
Im Gegensatz zu Säugetieren besitzen Vögel nur eine sehr geringe Anzahl von Hautdrüsen. Neben 
den im Gehörgang gelegenen Talgdrüsen besitzen sie nur eine große, zweilappige Drüse oberhalb des 
Schwanzansatzes, die Bürzel- oder Uropygialdrüse. Dabei handelt es sich um eine holokrine Drüse 
(Salibian und Montalti 2009), deren Zellen während der Ausbildung des Sekretes vollständig 
abgebaut und abgestoßen werden. Das von ihr produzierte ölige Sekret besteht etwa zur Hälfte aus 
lipidlöslichen Bestandteilen und zur anderen Hälfte aus Proteinen und Salzen (Cater und Lawrie 1950). 
Die Lipidfraktion besteht größtenteils aus Wachsestern und weist eine erstaunliche artenabhängige 
Vielfalt auf, die mit Veränderung der Nahrungszusammensetzung, des Alters und ebenso in 
Zusammenhang mit Paarungs-, Balz- und Brutverhalten variieren (Jacob et al. 1979; Piersma et al. 
1999; Salibian und Montalti 2009; Whittaker et al. 2010). Die Funktion des Sekretes liegt nicht nur 
wie häufig angenommen in der Gewährleistung der Wasserabweisung des Gefieders, da das Keratin 
der Federn generell wasserabweisend ist. Vielmehr werden die Federn durch das Einfetten 
geschmeidig gehalten und es kommt zu einer besseren Vernetzung von Bogen- und Hakenradien 
innerhalb der Federn (Salibian und Montalti 2009). Zudem wirkt das Bürzelsekret antibakteriell und 
fungizid und dient damit vor allem der Hygiene der Tiere (Haribal et al. 2005; Salibian und Montalti 
2009). Möglicherweise können bestimmte Wachsester auch als Pheromone der Kommunikation 
dienen (Jacob et al. 1979; Hirao et al. 2009) oder dem Gefieder einen besonderen Glanz verleihen 
und somit Sexualpartner anlocken (Piersma et al. 1999).  
Die Lipidanalyse der Bürzeldrüsensekrete verschiedener Vogelarten zeigte, dass die Sekrete zu einem 
großen Teil aus Wachsestern bestehen. Dabei handelt es sich vor allem um Monoester (Abbildung 2) 
aus gesättigten, geradkettigen oder 1-, 2- oder poly-verzweigtkettigen Fettsäuren, die mit 
geradkettigen oder methyl-verzweigtkettigen Monoalkoholen verestert sind (Murray 1962; Jacob 
und Poltz 1974; Jacob und Poltz 1975). Bei einigen Arten kommen zudem Diesterwachse vor, bei 
denen 2- oder 3-Hydroxyfettsäuren mit Monoalkoholen verestert sind, oder solche, bei denen 
Dihydroxy-Alkohol, sogenannte Diole, in threo- oder erythro-Konformation mit Fettsäuren verestert 
vorliegen (Saito und Gamo 1970; Edkins und Hansen 1971; Gamo 1971; Gamo und Saito 1971; Saito 
und Gamo 1973; Jacob 1974) (Abbildung 2). Neben den Wachsestern waren in einigen Sekreten 
Steroide und Triterpenoide nachweisbar (Haribal et al. 2005). 
In der vorliegenden Arbeit wurden jeweils ein Vertreter der Galliformes (Hühnervögel), Anseriformes 
(Gänsevögel) und Strigiformes (Eulen) näher untersucht. Die Zusammensetzung der 
Bürzeldrüsenwachse dieser Vögel wurde bereits beschrieben. Das Sekret des Haushuhnes (Gallus 
gallus domesticus) besteht zu etwa 30 % aus Triacylglycerolen und 50 % aus Diesterwachsen (Wertz 
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et al. 1986), in denen Alkan-2,3-diole mit Kettenlängen von 20 bis 24 C-Atomen (Haahti und Fales 
1967) mit gesättigten Fettsäureresten von 12 bis 20 C-Atomen (Hansen et al. 1969) verestert sind. 
Auch auf der Haut der Hühner konnten Diester nachgewiesen werden, diese lagen jedoch vorrangig 
als threo-Isomere vor (Wertz et al. 1986), während die Bürzeldrüsen-Wachse gleiche Mengen an 
threo- und erythro-Isomeren enthielten (Haahti und Fales 1967). Im Diester-Wachs des Truthahnes 
Meleagris gallopavo, welcher ebenfalls zu den Galliformen zählt, liegt ausschließlich das erythro-
Isomer vor (Hansen et al. 1969), während im Jagdfasan Phasianus colchicus 2,3-Dihydroxyoctadecan-
Diester entdeckt wurden (Saito und Gamo 1970). Neben den 2,3-Diestern waren auch 1,2-Diester in 
einigen Vogelarten wie den Passeriformen (Sperlingsvögeln) und Kranichen nachweisbar (Saito und 
Gamo 1973), bei denen sich die Hydroxylgruppen an den Positionen 1 und 2 in der Kohlenstoffkette 
befinden. Auch in Säugetieren konnten 1,2-Diester-Wachse beispielsweise auf der Haut von Mäusen 
(Nicolaides et al. 1970) und Ratten (Nikkari und Haahti 1968) nachgewiesen werden.  
 
Abbildung 2: Strukturvergleich von Monoester, 1,2- und 2,3-Diester.  
Schematische Darstellung des Monoester, des 1,2-Diesters und des 2,3-Diesters. Die Zahlen geben die Position der 
Hydroxylgruppen im Fettalkohol an, auf welche die Bezeichnung der Diester zurückgeht. Die Kettenlänge, der Fettsäure- 
und Alkoholreste können variieren, zur Vereinfachung sind hier nur Kettenlängen von 10 C-Atomen dargestellt. Die 
Alkoholreste sind nach links ausgerichtet, die Fettsäurereste nach rechts. 
Weiter verbreitet als Diester-Wachse sind Monoester-Wachse, die man in Anseriformes 
(Gänsevögeln) und Strigiformes (Eulen) findet. Das Bürzeldrüsensekret der Hausgans Anser anser 
domesticus enthält sehr viele verzweigtkettige Fettsäuren, vor allem 2,4,6,8-Tetramethyl-Decansäure 
(75 %) und 2,4,6,8-Tetramethyl-Undecansäure (10 %), welche fast ausschießlich mit Octadecanol 
(>95 %) verestert sind (Murray 1962; Morr et al. 1992). Die Zusammensetzung der Wachsester der 
Schleiereule Tyto alba zeigt ein sehr breites Spektrum an Komponenten. Die Fettsäurereste bestehen 
zu etwa 60 % aus 3-methylverzweigten Fettsäuren mit Kettenlängen zwischen 13 und 17 C-Atomen, 
sowie zu gleichen Teilen 3,7-, 3,9-, 3,11- und 3,13-dimethylverzweigte Fettsäuren. Nur etwa 5 % der 
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Fettalkohole sind geradkettige Monoalkohole. Bei den Fettalkoholen dominieren ebenfalls 3-
methylverzweigte Fettalkohole mit Kettenlängen von 13 bis 17 C-Atomen, des Weiteren liegen auch 
4-methylverzweigte und dimethylverzweigte Fettalkohole vor (Jacob und Poltz 1974).  
Die unterschiedliche Zusammensetzung der Bürzeldrüsensekrete dieser drei Arten demonstriert die 
hohe Vielfalt an Wachsestern, die in Vögeln vorkommen. Wodurch diese Varianz bedingt wird, 
besonders wie die saisonale Umstellung der Wachsester-Zusammensetzung erreicht wird, ist nur 
wenig bekannt. Bei den Stockenten (Anas platyrhinchos) wurde die Expression und Aktivität einer S-
Acyl-Fettsäure-Synthase Thioester-Hydrolase, welche spezifisch in den Bürzeldrüsen vorkommt und 
kurzkettige Fettsäuren von der Fettsäure-Synthase abspaltet, für das saisonale Vorkommen 
kurzkettiger Fettsäuren in den Wachsestern verantwortlich gemacht. Kolattukudy stellte damals 
heraus, dass die Transkription beziehungsweise Prozessierung der mRNA für die veränderten 
Enzymaktivitäten verantwortlich ist und mutmaßte weiter, dass eine Veränderung des 
Hormonspiegels dafür verantwortlich sein könnte (Kolattukudy et al. 1985; Kolattukudy et al. 1987). 
Zudem könnte die subzelluläre Lokalisation der Mono- und Diester-Synthese für das Vorkommen 
unterschiedlicher Wachsester-Spezies mitverantwortlich sein. Es wurde gezeigt, dass die Monoester-
Synthase Aktivität hauptsächlich im endoplasmatischen Retikulum lokalisiert war, während die 
Diester-Synthase Aktivität in den Peroxisomen nachweisbar war (Kolattukudy und Rogers 1987). 
Durch die räumliche Trennung greifen beide Enzyme auf einen unterschiedlichen Substratpool zurück, 
dessen Veränderung wiederum die Produktion von Wachsen beeinflusst. 
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1.3 Wachsproduktion in Tetrahymena 
Tetrahymena ist ein im Frischwasser lebender Protist, der wie Paramecium zur Gruppe der Ciliophora 
gehört (Mehlhorn 1992). Dabei handelt es sich um peritrich begeißelte, einzellige Eukaryoten, die 
mehrere hundert Cilien auf ihrer Zelloberfläche tragen (Abbildung 3). Diese dienen sowohl der 
Fortbewegung als auch dem Einstrudeln von Nahrungspartikeln in die Mundöffnung. Wie alle 
Eukaryoten enthält auch Tetrahymena Organellen; seine Ultrastruktur, Zellphysiologie, Entwicklung, 
Biochemie, Genetik und Molekularbiologie wurden weitreichend untersucht. Seitdem es in den 50er 
Jahren gelang, Tetrahymena im Labor zu kultivieren, hat sich dieser zu einem beliebten 
Modellorganismus entwickelt. Viele Charakteristika höherer Eukaryoten, die in anderen eukaryoten 
Modellorganismen wie Saccharomyces cerevisiae oder Schizosaccharomyces pombe nicht vorhanden 
sind, lassen sich hier studieren. Beispielsweise verdanken wir diesem Modellsystem die Entdeckung 
des Dyneins, die Aufklärung der Struktur von Cilien sowie die Untersuchung von Tubulinen und 
Histonen (Collins und Gorovsky 2005). 
 
Abbildung 3: Peritriche Begeißelung von Tetrahymena thermophila.  
Quelle: www.miami.muohio.edu/news/article/view/12718 
Wie andere Ciliaten besitzt Tetrahymena eine interessante Genomstruktur mit zwei Kernen: der 
Mikronukleus (MIC) dient als diploide Keimlinie und enthält das gesamte Genom des Ciliaten, der 
Makronukleus (MAC) geht durch Umstrukturierungen aus dem MIC hervor und dient als somatische 
Genexpressions-Maschinerie (Gorovsky 1980). Viele repititive Bereiche des Genoms werden bei der 
Umstrukturierung entfernt, wodurch die Sequenzierung und der Zusammenbau des MAC-Genoms 
durch das Institute for Genomic Research (TIGR) erleichtert wurde. Das Genom des MAC besteht aus 
104 Megabasenpaaren DNA, die auf 250 bis 300 Chromosomen verteilt sind (Eisen et al. 2006). Es 
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enthält 25.000 Protein kodierende Leserahmen, von denen 17.000 eine Ähnlichkeit zu bereits 
bekannten Leserahmen anderer Organismen aufweisen (Eisen et al. 2006; Stover et al. 2006). Die 
2006 abgeschlossene Sequenzierung und Annotierung möglicher Leserahmen wurde in der 
Tetrahymena Genome Database (TGD, (Stover et al. 2006)) veröffentlicht und erlaubte es, Proteine 
mit beispielsweise Acyltransferase-Aktivität über Sequenzähnlichkeiten zu bekannten 
Acyltransferasen zu identifizieren. 
Die Untersuchungen der Lipid-Zusammensetzung in Tetrahymena thermophila wurden größtenteils 
vor 1976 durchgeführt. Aus diesem Grund ist in der Literatur von Tetrahymena pyriformis Varietät 
oder Syngen 1 die Rede. Erst 1976 wurden Subtypen unter dem Namen T. thermophila 
zusammengefasst, um sie von anderen Tetrahymena Subspezies mit anderen Eigenschaften zu 
differenzieren. Seitdem umfasst die Bezeichnung T. pyriformis nur noch amikronukleäre Subspezies 
und ist als solche deutlich von den binukleären T. thermophila zu unterscheiden (Nanney und McCoy 
1976). Der Name stammt daher, dass diese Tetrahymena Spezies auch Temperaturen bis 40 °C 
toleriert und somit als wärmeliebend, also thermophil, deklariert werden kann. Die Lipid-Biosynthese 
und Zusammensetzung in diesen Spezies ist insofern interessant, als Tetrahymena exogene Lipide 
inkorporieren kann (Thompson 1967) und einige Subspezies wie T. paravorax beispielsweise auf die 
exogene Zufuhr von Sterolen für normales Zellwachstum angewiesen sind (Aaronson und Baker 
1961). T. setifera benötigt darüber hinaus geringe Mengen an Ethanol oder Methanol (Erwin und 
Bloch 1963). 
In der logarithmischen Wachstumsphase reichern Tetrahymena Speicherlipide, hauptsächlich 
Triacylglycerole (TAG), in Lipidtröpfchen an. 24 % der Zelltrockenmasse bestehen dann aus Lipid 
(Aaronson und Baker 1961), wobei 28 % davon aus Neutrallipiden aufgebaut sind (Erwin und Bloch 
1963), der Rest besteht überwiegend aus Membranlipiden. Diese Anreicherung von Neutrallipid geht 
mit einer Umverteilung der Fettsäure-Zusammensetzung einher: während die Membranlipide 
größtenteils aus ungesättigten Fettsäuren wie 38 % γ-Linolensäure (18:3Δ6,9,12), 18 % Linolsäure 
(18:2Δ9,12) und 12 % Palmitoleinsäure (16:1Δ9) aufgebaut sind (Erwin und Bloch 1963), enthalten die 
Neutrallipide hauptsächlich gesättigte Fettsäuren. In den Triacylglycerolen finden sich 20 % 
Myristinsäure (14:0), 13 % Palmitinsäure (16:0) und 5 % Stearinsäure (18:0), sowie 28 % 
ungewöhlicher Fettsäuren, wie ungeradzahlige Fettsäuren und insbesondere Iso-Fettsäuren, die eine 
Methylverzweigung am vorletzten C-Atom tragen (Erwin und Bloch 1963). Wachsester machen mit 
0,15 % nur einen sehr geringen Anteil des Gesamtlipids aus (Wheeler und Holmlund 1975), 
unterscheiden sich jedoch durch die Zusammensetzung deutlich von den anderen Lipiden. 45 % der 
Alkohole und 76 % der Fettsäuren in den Wachsestern weisen Verzweigungen innerhalb der Ketten 
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auf. Die Länge der Fettalkohole liegt zwischen 17 und 19 und die der Fettsäuren zwischen 17 und 21 
C-Atomen (Wheeler und Holmlund 1975). Der Gesamtanteil der methyl-verzweigten Fettsäuren kann 
deutlich erhöht werden, indem die Kulturen mit Isovalerat supplementiert werden, welches ein 
Vorläufermolekül in der Synthese methylverzweigter Fettsäuren ist (Conner et al. 1974). Die Funktion 
der verzweigten Wachsester in Tetrahymena ist unklar. Da sie nur in sehr geringen Mengen vorliegen, 
dienen sie vermutlich nicht als Speicherstoffe. 
Zusätzlich zu den Wachsestern, die aus langkettigen Fettsäure- und Fettalkoholresten aufgebaut sind, 
kann Tetrahymena auch Methyl- und Ethylester synthetisieren. Hierbei dominieren Methyllinoleat, 
Ethylmyristat und Ethyllinoleat (Chu et al. 1972). Möglicherweise dienen diese Ester als 
Kommunikationsstoffe, es ist jedoch auch möglich, dass die Veresterung lediglich dazu dient, toxische 
Effekte durch die Methanol- oder Ethanol-Anreicherung in den Zellen zu verhindern (Chu et al. 1972).  
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1.4 Acyltransferasen und Wachs-Synthasen 
Acyltransferasen (EC 2.3.1) übertragen aktivierte Fettsäuren meist in Form von Acyl-Coenzym A 
Thioestern auf die Hydroxylgruppen von Acyl-Akzeptoren, allerdings existieren auch Enzyme, die 
Phospholipide oder Diacylglycerole als Acyl-Donor verwenden und somit reversible Reaktionen 
katalysieren. Bezüglich ihrer Acyl-Akzeptor-Spezifität kann man zahlreiche Enzyme unterscheiden, 
von denen einige in Abbildung 4 dargestellt sind.  
Wachs-Synthasen (Acyl-CoA:Alkohol Acyltransferasen, WS oder AWAT) katalysieren die Veresterung 
aktivierter Fettsäurereste mit langkettigen Alkoholen, den sogenannten Fettalkoholen, und bilden 
dadurch Fettsäure- oder Wachsester. Sowohl die Fettsäurereste als auch die Fettalkoholreste können 
geradkettig oder verzweigt, gesättigt oder ungesättigt sein und über kürzere oder längere C-Ketten 
verfügen. Neben diesen Monoestern gibt es auch Diester, welche von den Diester-Synthasen (DES) 
gebildet werden. Die Diester vom Typ I werden aus Hydroxy-Fettsäuren gebildet, die mit einer 
Fettsäure und einem Alkohol verestert werden. Die Diester vom Typ II bestehen aus einem Diol, 
welches mit zwei Fettsäureresten verestert ist (Nikkari und Haahti 1968), wird nur eine 
Hydroxylgruppe des Diols verestert entstehen Hydroxy-Monoester.  
Auch die DGAT zählen zu den Acyltransferasen, sie übertragen Fettsäurereste auf Diacylglycerole und 
sind am Aufbau von Speicherlipiden in Form von Triacylglycerolen beteiligt. Prenylester-Synthasen 
(Acyl-CoA:Isoprenol Acyltransferasen, PES) übertragen Fettsäurereste auf Isoprenole wie Phytol, 
Farnesol oder Geranylgeraniol und bilden dabei Phytolester. Sterolester-Synthasen (Acyl-CoA:Sterol 
Acyltransferasen, ASAT) sind am Aufbau von Cholesterylestern beteiligt. Neben den dargestellten 
Reaktionen sind Acyltransferasen noch an vielen weiteren Veresterungen beteiligt wie der Synthese 
von Retinylestern oder Diacylglycerolen. Aber auch außerhalb des Lipid-Stoffwechsels findet sich eine 
Vielzahl dieser Enzyme, die nicht nur an der Synthese von O-Estern beteiligt sind, sondern Acylreste 
auch auf N- oder S-Reste anderer Verbindungen übertragen können.  
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Abbildung 4: Von Acyltransferasen katalysierte Reaktionen.  
Diese Enzyme transferieren aktivierte Fettsäurereste von Acyl-CoA auf verschiedene in der Abbildung dargestellte Acyl-
Akzeptoren wie die Fettalkohole, Diacylglycerole, Isoprenole oder Sterole. Wachs-Synthase (WS), Diester-Synthase (DES), 
Diacylglycerol-Acyltransferase (DGAT), Prenylester-Synthase (PES) und Sterylester-Synthase (ASAT). 
Die erste Acyltransferase aus Vertebraten wurde 1986 von McLean et al. sequenziert und kloniert 
und war eine humane Lecithin:Cholesterol Acyltransferase (LCAT), ein Enzym welches an der Plasma-
Lipid-Biosynthese beteiligt ist (McLean et al. 1986; McLean et al. 1986). 1993 folgte dann die 
Klonierung und Expression einer humanen Cholesterylester-Synthase ACAT1 (Acyl-CoA:Cholesterol-
Acyltransferase), die wie auch die LCAT die Bildung von Cholesterylestern katalysiert (Chang et al. 
1993). Aufbauend auf dieser Sequenz konnten die ACAT2 (Oelkers et al. 1998) und die humane Acyl-
CoA:Diacylglycerol Acyltransferase DGAT1 (Cases et al. 1998; Oelkers et al. 1998) charakterisiert 
werden. Diese drei Enzyme bilden die DGAT1 Familie, welche auch in anderen Vertebraten 
beschrieben wurde (Holmes 2010) (Abbildung 5).  
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Die Identifikation zweier weiterer Enzyme aus dem Pilz Mortierella rammaniana (Lardizabal et al. 
2001), welche den letzten Schritt der TAG-Synthese katalysieren, führte zur Entdeckung einer 
weiteren Enzymfamilie der Vertebraten, der DGAT2 Familie. Zu dieser Familie gehören neben der 
DGAT2 auch Acyl-CoA:Monoacylglycerol-Acyltransferasen, die MOGAT 1, 2 und 3. Ausgehend von 
Monoacylglycerol katalysieren diese die Synthese von Diacylglycerol, dem Substrat der DGAT-Enzyme 
(Yen et al. 2002; Winter et al. 2003). Auch die Wachs-Synthasen (WS, AWAT) der Säuger gehören zu 
dieser Proteinfamilie (Abbildung 5).  
 
Abbildung 5: DGAT-Familien der Säuger. 
Vergleich der ersten identifizierten Proteine der DGAT2-Familien aus Mortierella rammaniana (Mr) mit humanen 
Acyltransferase-Sequenzen. HsDGAT1 (NP_036211.2, Homo sapiens), HsACAT1 (NP_003092.4, H. sapiens), HsACAT2 
(NP_003569.1, H. sapiens), MmAWAT2 (NP_808414.2, Mus musculus), HsAWAT2 (NP_001002254.1, H. sapiens), 
MmAWAT1 (NP_001074605.1, M. musculus), HsAWAT1 (NP_001013597.1, H. sapiens), HsDGAT2L (NP_940914.1, H. 
sapiens), HsDGAT2 (NP_115953.2, H. sapiens), HsMOGAT3 (NP_835470, H. sapiens), HsMOGAT2 (NP_079374, H. sapiens), 
HsMOGAT1 (NP_477513.2, H. sapiens), MrDGAT2B (AAK84180.1, Mortierella rammaniana) und MrDGAT2A (AAK84179.1, 
M. rammaniana).  
Die Skalierung entspricht den AS-Austauschen pro Position im zugrundeliegenden Alignment mit 308 Positionen, die 
Nummern bei den Verzweigungen entsprechen Bootstrap-Values und geben die Wahrscheinlichkeit der dargestellten 
Verzweigung an. 
Die ersten WS der Vertebraten wurden aus der Maus und dem Menschen kloniert und charakterisiert, 
(Cheng und Russell 2004; Turkish et al. 2005; Yen et al. 2005). Während die Wachs-Synthase AWAT1 
(auch WS1 genannt) nur aus dem Menschen untersucht wurde (Turkish et al. 2005), ist die AWAT2 
(auch WS2) in allen Veröffentlichungen zu finden (Cheng und Russell 2004; Turkish et al. 2005; Yen et 
al. 2005). Die enzymatische Charakterisierung zeigt dabei, dass es sich bei der AWAT2 um ein Enzym 
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mit einer sehr breiten Acyl-Akzeptor-Spezifität handelt, weshalb es auch multifunktionale 
Acyltransferase (MFAT) genannt wird (Yen et al. 2005). Neben der WS Aktivität konnten hohe DGAT- 
und niedrigere MOGAT- und ARAT-Aktivitäten bei der Expression in Säugerzellen nachgewiesen 
werden (Cases et al. 2001), was für die AWAT1 bislang nicht beschrieben wurde. Zudem besitzen 
beide Enzyme unterschiedliche Substratspektren: während die AWAT1 hauptsächlich mittelkettige 
gesättigte Alkohole mit gesättigten Acyl-CoA-Thioestern verbindet, katalysiert AWAT2 die 
Kondensation von langkettigen gesättigten Alkoholen mit ungesättigten langkettigen Acyl-Gruppen 
(Cheng und Russell 2004; Turkish et al. 2005). AWAT1 und AWAT2 unterscheiden sich nicht nur in 
ihren katalytischen Aktivitäten, sondern auch in ihren Expressionsmustern. Während AWAT1 
hauptsächlich in den reiferen Zellen der Schweißdrüsen des Menschen vorliegt, wird die AWAT2 
größtenteils in unreiferen peripheren Zellen der Sebocyten exprimiert, was auf eine unterschiedliche 
Funktion der Proteine hinweist (Turkish et al. 2005; Turkish und Sturley 2007).  
Auch die DGAT1 katalysiert die Acylierung einer Vielzahl unterschiedlicher Acyl-Akzeptoren wie 
Mono- und Diole, Retinol, sowie Mono- und Diacylglycerole und kann daher als MFAT angesehen 
werden. Die DGAT2 verfügt dagegen nur über MOGAT- und DGAT-Aktivität (Yen et al. 2005). Wie Yen 
et al. (Yen et al. 2008) zeigten, sind die beiden Enzyme an unterschiedlichen Stoffwechselreaktionen 
beteiligt. Während die DGAT1 hauptsächlich den letzten Schritt der Speicherlipid-Biosynthese im 
Darm und den Muskeln katalysiert, hat die DGAT2 ihre Hauptfunktion in der Assemblierung von 
Lipoproteinen und wird vor allem in der Leber und im Fettgewebe exprimiert (Cases et al. 2001). Da 
beide Enzyme wichtige Funktionen im Lipidstoffwechsel haben, an dem aufgrund der zunehmenden 
Übergewichtsproblematik großes medizinisches Interesse besteht, wurden diese Enzyme hinsichtlich 
ihrer aktiven Zentren und ihrer Membrantopologie untersucht. Eine experimentelle Analyse der 
Transmembran-Domänen (TMD) ergab ein Model mit drei TMD für DGAT1, bei dem der C-terminale 
größere Teil des Proteins in das Lumen des endoplasmatischen Retikulums gerichtet ist und der N-
Terminus ins Cytosol reicht. Damit handelt es sich hierbei um ein integrales Membranprotein der 
MBOAT-Familie (Membran-gebundene O-Acyltransferasen) (McFie et al. 2010). DGAT2 besitzt zwei 
TMD nahe dem N-Terminus, über die das Protein in der ER-Membran verankert ist, wobei beide 
Enden des Proteins ins Cytosol reichen (Stone et al. 2006).   
Neben den bislang beschriebenen Wachs-Synthasen der Vertebraten wurden auch in Pflanzen und 
Bakterien Enzyme identifiziert, die diese Reaktion katalysieren. Die erste pflanzliche WS wurde aus 
reifenden Samen von Simmondsia chinensis (Jojoba) isoliert und mittels partieller 
Aminosäuresequenzen gelang die Klonierung entsprechender cDNA (Metz 1995; Lassner et al. 1999; 
Lardizabal et al. 2000). Weitere WS-kodierende Sequenzen wurden aus der Petunie und Arabidopsis 
  Einleitung 
 
15 
 
thaliana kloniert und ihre Expressionsprodukte analysiert (King et al. 2007; Li et al. 2008). Mithilfe 
der Jojoba-Sequenz gelang es, ein Gen aus dem Protisten Euglena gracilis zu charakterisieren, 
welches eine WS mit Präferenz für mittelkettige Alkohole und Acyl-CoA-Thioester kodiert 
(Teerawanichpan und Qiu 2010). Auch in Bakterien konnten Wachs-Synthasen identifiziert werden. 
Acinetobacter calcoaceticus beispielsweise akkumuliert Wachsester als Speicherlipide. Das daran 
beteiligte Enzym besitzt ein breites Substratspektrum und katalysiert nicht nur die Veresterung einer 
Vielzahl unterschiedlich langer Alkohole (C2 bis C20), sondern auch die Synthese von DAG, TAG, 
Sterolestern und Diestern (Kalscheuer und Steinbüchel 2003; Kalscheuer et al. 2004; Stöveken et al. 
2005). Anhand dieser Gen-Sequenz konnten weitere bakterielle Wachs-Synthase-Gene (Holtzapple 
und Schmidt-Dannert 2007) und einige Arabidopsis-Gene (Li et al. 2008) identifiziert werden, die 
Typ III WS-Proteine kodieren (Abbildung 6). 
Die Wachs-Synthasen der Vertebraten sind nicht mit denen aus Jojoba oder Acinetobacter verwandt 
und bilden eigenständige Familien (Abbildung 6), die sich anhand ihrer Aminosäure-Sequenzen 
voneinander unterscheiden. Anhand dieser Ausgangssequenzen ließen sich bereits viele weitere 
Sequenzen identifizieren und vor allem mit Bezug auf die fortschreitende Genomsequenzierung 
ermöglichen die bereits vorhandenen Sequenzen die Identifizierung neuer Wachs-Synthasen. 
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Abbildung 6: Cladogramm der Wachs-Synthasen.  
HsAWAT1 (NP_001013597.1, Homo sapiens), BtAWAT1 (XP_002700075.1, Bos taurus), MmAWAT1 (NP_001074605.1, 
Mus musculus), MdAWAT1 (XP_001368551.1, Monodelphis domestica), BtAWAT2 (XP_599558.4, B. taurus), MmAWAT2 
(NP_808414.2, M. musculus), RnAWAT2 (XP_001069359.1, Rattus norvegicus), HsAWAT2 (NP_001002254.1, H. sapiens), 
OcAWAT2 (XP_002720111.1, Oryctolagus cuniculus (Kaninchen)), MhWS1 (ABO21021.1, Marinobacter 
hydrocarbonoclasticus), AbWS/DGAT (CAP00062.1, Acinetobacter baumannii), AcWS/DGAT (AAO17391.1, Acinetobacter 
sp. ADP1), PxhWS (AAZ08051.1, Petunia x hybrida), AtWSD1 (NP_568547.1, Arabidopsis thaliana), ZmWS2 
(NP_001150127.1, Zea mays), ZmWS1 (NP_001151683.1, Z. mays), AtWS1-13 (NP_200345.1, XP_002866091.1, 
NP_200349.1, NP_200346.1, NP_200347.1, NP_174709.1, NP_200344.1, Q9LNL1.1, NP_200348.1, NP_174708.1, 
NP_199955.1, NP_200343.1, NP_174711.1, A. thaliana), VvWS3 (AAO18664.1, Vitis vinifera), VvWS2 (AAO18665.1, 
V. vinifera), VvWS1 (AAO18666.1, V. vinifera), ScWS (AF149919_1, Simmondsia chinensis), EgWS (ADI60058.1, Euglena 
gracilis).  
Die Skalierung entspricht den AS-Substitutionen pro Position im zugrundeliegenden Alignment mit insgesamt 215 
Positionen, die Nummern bei den Verzweigungen entsprechen Bootstrap-Values und geben die Wahrscheinlichkeit der 
dargestellten Verzweigung an. 
Auch in weiteren Organismen konnte WS-Aktivität enzymatisch nachgewiesen, jedoch bislang kein 
dazugehöriges Enzym identifiziert werden. Bienen verfügen beispielsweise über WS-Enzyme die in 
vitro nachgewiesen wurden (Blomquist und Ries 1979; Lambremont und Wykle 1979), im Gegensatz 
zu der Fettalkohol-Reduktase aus Bienen, welche die Synthese eines der Substrate der WS 
synthetisiert (Teerawanichpan et al. 2010), wurden die entsprechenden cDNA-Sequenzen der WS 
jedoch noch nicht kloniert.  
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1.5 Das ICON Projekt 
Das von der europäischen Kommission (EC) geförderte FP7 Projekt ICON (Industrial Crops producing 
added value Oil for Novel chemicals) hat sich zum Ziel gesetzt, neue pflanzliche 
Produktionsplattformen für die Herstellung verschiedener Lipide zu entwickeln 
(http://icon.slu.se/ICON/index.htm). Dabei sollen vor allem neuartige Ölsaaten wie Crambe 
abyssinica (abyssinischer Meerkohl) oder Brassica carinata (abyssinischer Senf, abyssinischer Kohl) 
etabliert werden. 
Brassica carinata wird in Nord- und Ostafrika als Kulturpflanze verwendet. Aus den Samen wird Öl 
gewonnen und die Blätter werden als Gemüse verzehrt. Sie ist sehr beständig gegen Hitze, 
Trockenheit und verschiedene Pathogene, benötigt allerdings lange Kulturzeiten und liefert nur 
geringe Ausbeuten an Öl. In Kanada wird es seit längerem zur Zucht verwendet (Barro et al. 2001). 
Crambe abyssinica bietet den großen Vorteil, dass es sich mit den heute verwendeten Ölsaaten, die 
für die Lebensmittelindustrie angebaut werden, nicht kreuzen kann, so dass die Qualität 
lebensmittelproduzierender Pflanzen nicht beeinträchtigt wird. Crambe enthält in seinen Samen 
einen sehr hohen Anteil an Erucasäure (55-60 %), wodurch es gut als Rohstoff für die technische 
Industrie geeignet ist (Zhu et al. 2010).  
Neben der Steigerung des Erucasäuregehaltes in Samenölen der industriellen Ölsaaten durch 
gentechnologische Methoden, liegt der Hauptfokus des Verbundprojektes auf der Herstellung 
transgener Ölsaaten, die verschiedene Wachsester-Spezies in ihren Samenölen akkumulieren. So 
sollen Ölsaaten entwickelt werden, in deren Samen mehr als 20 % langkettige oder einfach-
ungesättigte Wachsester oder 10 % Oleoyloleat (18:1-18:1-WE) enthalten sind. Zudem soll 
untersucht werden, ob es möglich ist, auch Wachse mit mittleren Kettenlängen, mit Hydroxylgruppen 
oder mit verzweigten Ketten herzustellen. Besonders wichtig ist bei diesen Ansätzen die Vitalität der 
Pflanzen. Der Einbau muss spezifisch in den Samen erfolgen, die später geerntet werden sollen, 
daher ist es notwendig, samenspezifische Promotoren wie die Promotoren der Napin-, Phaseolin- 
oder Oleosin-Gene zu verwenden (Keddie et al. 1994; Ellerström et al. 1996; Geest und Hall 1996). 
Des Weiteren muss die Keimungsfähigkeit der Samen erhalten bleiben und die Samen müssen in der 
Lage sein, die gespeicherten Wachsester während der Keimung zu mobilisieren. Zu diesem Zweck 
müssen verschiedene Gene in die Pflanzen eingebracht werden, die sowohl der Synthese als auch 
dem Abbau der Wachsester dienen. 
Zur Etablierung der Wachsester-Biosynthese müssen bezüglich ihrer Aktivitäten aufeinander 
abgestimmte Acyl-CoA Reduktasen (FAR) und Wachs-Synthasen (WS) in die Organismen eingebracht 
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werden. Zudem müssen Enzyme vorhanden sein, die Acyl-CoA-Thioester aus den benötigten 
Fettsäuren herstellen, die wiederum als Substrate für FAR- und WS-Enzyme dienen. Daher kann es 
unter Umständen notwendig sein, auch Gene aus der Fettsäure-Biosynthese einzuführen, die 
beispielsweise für Synthasen verzweigtkettiger Fettsäuren kodieren. Weiterhin ist es für die Synthese 
mittellanger Wachse notwendig, die Produktion langkettiger Fettsäuren zu reduzieren, zum Beispiel 
durch die Expression Mittelketten-spezifischer Acyl-ACP-Thioesterasen aus Laurin-Raps.  
Die zur Realisierung der verschiedenen Ölqualitäten erforderlichen Gene sollen in diesem EU-
Verbundprojekt mit weiteren Partnern aus den USA, Kanada und China identifiziert, charakterisiert 
und in Ölsaaten transformiert werden und somit zur Entwicklung neuer pflanzlicher 
Produktionsplattformen führen. 
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1.6 Ziel der vorliegenden Arbeit 
Diese Dissertation ist in das Projekt ICON eingebettet, bei dem die Biologie I der RWTH Aachen unter 
anderem die Identifikation neuer langkettiger Acyl-CoA Reduktasen (FAR) und Wachs-Synthasen (WS) 
übernommen hat. Das Ziel der hier vorliegenden Arbeit bestand dabei in der Identifikation neuer 
Wachs-Synthasen aus dem eukaryoten Einzeller Tetrahymena thermophila und aus verschiedenen 
Vogelspezies. 
Tetrahymena thermophila besitzt Wachsester, die in ihrer Zusammensetzung stark von dem 
restlichen Lipid abweichen (siehe 1.3). Sie bestehen zu einem großen Teil aus verzweigten Fettsäuren 
und Fettalkoholen (Erwin und Bloch 1963; Wheeler und Holmlund 1975), was auf einer hohen 
Spezifität der WS für verzweigte Substrate beruhen könnte. Bestimmte Vogelarten wie die Gans und 
die Schleiereule (siehe 1.2) bilden in ihren Bürzeldrüsen ebenfalls verzweigte Wachsester (Murray 
1962; Jacob und Poltz 1974), was ebenfalls auf WS mit ungewöhnlichen Eigenschaften hindeuten 
könnte. Daher wurden Tetrahymena und bestimmte Vogelarten als interessante Genspende-
Organismen für WS-Sequenzen im Rahmen des ICON-Projektes ausgewählt. 
Die Identifikation der Wachs-Synthasen sollte auf Basis von Sequenz-Ähnlichkeiten zu bereits 
beschriebenen Enzymen erfolgen. Da die Genome von Tetrahymena thermophila und vom Haushuhn 
(Gallus gallus domesticus) schon zu Beginn der Arbeit vollständig sequenziert waren, konnten sie als 
Ansatzpunkt für die Datenbank-Recherche dienen. Die so identifizierten Sequenzen möglicher 
Wachs-Synthasen aus Tetrahymena sollten biochemisch synthetisiert werden, da sie aufgrund ihrer 
abweichenden Codon-Verwendung vermutlich nur schwer in anderen Organismen exprimiert 
werden können. Die Isolation der Sequenzen aus dem Haushuhn sollte dagegen auf klassischem Weg 
erfolgen. Falls sich die Identität der Huhnsequenzen bestätigen ließ, sollten anhand dieser 
Sequenzinformationen weitere Leserahmen aus der Schleiereule (Tyto alba) und der Hausgans (Anser 
anser domesticus) kloniert werden. 
Die Klonierung sollte mithilfe Gateway® kompatibler Vektoren erfolgen, welche einen einfachen 
Wechsel der Expressionssysteme ermöglichen. Die Analyse der Sequenzen sollte über heterologe 
Expression vornehmlich in Saccharomyces cerevisiae erfolgen. Im Rahmen angegliederter Bachelor-
Arbeiten von Christiane Klasen und Dorothea Hardt und eines Forschungspraktikums von Tanja Feller 
wurde ebenfalls Escherichia coli als mögliches Expressionsystem getestet. Die Analyse der 
Translationsprodukte hinsichtlich ihrer katalytischen Aktivitäten sollte im Weiteren über 
lipidanalytische Verfahren wie Dünnschicht- (DC) und Gaschromatographie (GC) und über ein 
geeignetes in vitro Enzym-Testsystem zur Analyse der Substratspezifitäten erfolgen. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Verwendete Organismen, Sequenzen und Vektoren 
2.1.1 Verwendete Organismen 
Tabelle 1: Verwendete Organismen. 
Stammbezeichnung Herkunft Genotyp 
Escherichia coli TOP10 Invitrogen F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZΔM15 
ΔlacX74 nupG recA1 araD139 Δ(ara-leu)7697 
galE15 galK16 rpsL(StrR) endA1 λ- 
 
Escherichia coli DB3.1 Invitrogen F- gyrA462 endA1 glnV44 Δ(sr1-recA) mcrB mrr 
hsdS20(rB
-, mB
-) ara14 galK2 lacY1 proA2 
rpsL20(Smr) supE44 xyl5 Δleu mtl1 λ- 
 
Saccharomyces cerevisiae 
BY4741 
S.A. Henry, Cornell 
University 
 
MATa His3Δ1 Leu2Δ0 met15Δ0 Ura3Δ0 
Saccharomyces cerevisiae 
BY4741 Δlro1 Δdga1 (Δ2) 
 
(Wagner et al. 2010) MATa His3Δ1 Leu2Δ0 met15Δ0 Ura3Δ0 
YNR008w::KanMX4 YOR245c::natMX4 
Saccharomyces cerevisiae 
W303 H1246 (Δ4) 
(Sandager et al. 2002) MATα ADE2 can1-100 Δ1re1::his3 Δare2::leu2 
Δlro1::trp1-1 Δdga1::KanMX4 ura3-1 
 
2.1.2 Untersuchte Sequenzen 
Tabelle 2: Untersuchte Sequenzen putativer Wachs-Synthasen.  
Die cDNA- und Protein-Sequenzen befinden sich im Anhang (siehe 11.3 und 11.4). 
Verwendete 
Bezeichnung 
NCBI-Datenbanknummern 
der mRNA-Sequenzen 
NCBI-Datenbanknummern 
der Protein-Sequenzen 
AdWS4 JQ031643  JQ031643 
AdWS5 JQ031647 JQ031647 
GgDGAT1 JQ031642 JQ031642  
GgWS1 XM_424082.2 XP_424082.2  
GgWS2 JQ031644 JQ031644 
GgWS4 XM_419207.1 XP_419207.1 
GgWS5 NM_001031001.1 NP_001026192.1 
TaWS4 JQ031645 JQ031645 
TaWS5 JQ031646 JQ031646 
TtWS1 XM_001027910.1 XP_001027910.1 
TtWS2 XM_001026090.1 XP_001026090.1  
TtWS3 XM_001008104.1 XP_001008104.1 
TtWS4 XM_001019739.1 XP_001019739.1 
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2.1.3 Verwendete Ausgangsvektoren 
Tabelle 3: Verwendete Ausgangsvektoren.  
Vektorkarten befinden sich im Anhang (siehe 11.2). 
Plasmidbezeichnung  Herkunft Selektionsmarker Eigenschaften 
pENTR/SD/D-TOPO Invitrogen KanR Linearisierter Vektor mit TOPO-
Isomerase, Entry-Vektor 
 
pYES-DEST52 Invitrogen CarbR, CmR, Ura+, 
ccdB 
 
Expressionsvektor für S. cerevisiae 
pAG425GAL-ccdB Addgene CarbR, CmR, Leu+,  
ccdB 
Expressionsvektor für S. cerevisiae, 
Verwendung zur Coexpression mit 
pYES-DEST52-Insert Vektoren 
 
pAG426GAL-ccdB-EGFP Addgene CarbR, CmR, Ura+, 
ccdB 
Expressionsvektor für S. cerevisiae, 
enthält EGFP-Sequenz zur 
Erzeugung C-terminaler EGFP-
Fusionsproteine 
 
pDONR221-GgWS1 GeneArt KanR Entry-Vektor mit GgWS1-Insert 
 
pDONR221-TtWS1 GeneArt KanR Entry-Vektor mit TtWS1-Insert 
 
pDONR221-TtWS2 GeneArt KanR Entry-Vektor mit TtWS2-Insert 
 
pDONR221-TtWS3 GeneArt KanR Entry-Vektor mit TtWS3-Insert 
 
pDONR221-TtWS4 GeneArt KanR Entry-Vektor mit TtWS4-Insert 
 
pYES-DEST52-GgFAR1 (Hellenbrand et 
al. 2011) 
CarbR, Ura+ Expressionsvektor für 
Coexpressionen mit GgFAR1 
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2.1.4 Erzeugte Plasmide 
Tabelle 4: Erzeugte Plasmide und ihre Verwendungen. 
Plasmidbezeichnung Verwendung 
pENTR/SD/D-AdWS4 Sequenzierung und weitere Klonierung 
pENTR/SD/D-AdWS5 Sequenzierung und weitere Klonierung 
pENTR/SD/D-GgDGAT1 Sequenzierung und weitere Klonierung 
pENTR/SD/D-GgWS2 Sequenzierung und weitere Klonierung 
pENTR/SD/D-GgWS4 Sequenzierung und weitere Klonierung 
pENTR/SD/D-GgWS4nostop Klonierung in pAG426GAL-EGFP 
pENTR/SD/D-GgWS5 Sequenzierung und weitere Klonierung 
pENTR/SD/D-TaWS4 Sequenzierung und weitere Klonierung 
pENTR/SD/D-TtWS1nostop Klonierung in pAG426GAL-EGFP 
pAG425GAL-GgWS4 Coexpression mit pYES-DEST52-GgFAR1 
pAG425GAL-TtWS3 Coexpression mit pYES-DEST52-GgFAR1 
pAG426GAL-GgWS4-EGFP Lokalisation von GgWS4 
pAG426GAL-TtWS1-EGFP Lokalisation von TtWS1 
pYES-DEST52-AdWS4 Expression in S. cerevisiae Δ2 
pYES-DEST52-GgDGAT1 Expression in S. cerevisiae Δ2 
pYES-DEST52-GgWS1 Expression in S. cerevisiae Δ2 
pYES-DEST52-GgWS2 Expression in S. cerevisiae Δ2 und Δ4 
pYES-DEST52-GgWS4 Expression in S. cerevisiae Δ2 und Δ4 
pYES-DEST52-GgWS5 Expression in S. cerevisiae Δ2 
pYES-DEST52-TaWS4 Expression in S. cerevisiae Δ2 
pYES-DEST52-TtWS1 Expression in S. cerevisiae Δ2 und Δ4 
pYES-DEST52-TtWS2 Expression in S. cerevisiae Δ2 
pYES-DEST52-TtWS3 Expression in S. cerevisiae Δ2 
pYES-DEST52-TtWS4 Expression in S. cerevisiae Δ2 und Δ4 
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2.2 Verwendete Materialien, Geräte und Programme 
2.2.1 Verwendete Geräte 
Tabelle 5: Geräteverzeichnis mit Herstellerangaben. 
Bezeichnung Hersteller 
Photometer Smartspec BIORAD 
pH-Meter HI9321 Hanna Instruments 
Thermocycler Mastercycler Gradient R Eppendorf 
Thermocycler Primus 96 MWG 
MicroPulse-Elektroporator BIORAD 
UV-Transilluminator UVT-20M Herolab 
Gaschromatograph HP6890 mit Chemstation Hewlett-Packard 
Fluoreszenzmikroskop Eclipse 50i Nikon 
Ultraschallstab Sonoplus GM70 Bandelin 
Thermomixer comfort Eppendorf 
Tischzentrifuge Z200 M/H Hermle 
Tischzentrifuge 5417 C Eppendorf 
Kühlzentrifuge 5417 R Eppendorf 
Kühlzentrifuge 5810 R Eppendorf 
Kühlzentrifuge RC-5B Sorvall 
Ultrazentrifuge Optima L-60 Beckman-Coulter 
Rotoren 60.Ti, 70.Ti Beckman 
Rotor Fiberlite F10S-6x500y Thermo Scientific 
Flüssigkeitsszintillationszähler LS 6500 Beckman-Coulter 
Bio-Imager FLA-3000 Fujifilm 
 
2.2.2 Herkunft der verwendeten Materialien 
Die verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Carl Roth, Sigma-Aldrich, VWR oder 
Applichem bezogen. Restriktionsendonukleasen stammen von MBI-Fermentas oder New England 
Biolabs. Polymerasen wurden von Genecraft, MBI-Fermentas oder Invitrogen bezogen. Die 
verwendeten DNA-Größenstandards (Abbildung 8) wurden von MBI-Fermentas erworben. 
Kits für die Molekularbiologie wurden von Roche Diagnostics, Invitrogen, Macherey und Nagel, 
Qiagen und Analytik Jena erworben. 
Radioaktiv markierte Substrate stammen von Perkin Elmer oder Biotrend. Markierte verzweigte Acyl-
CoA-Thioester wurden durch Projektpartner zur Verfügung gestellt (Mats Hamberg, KI Stockholm, 
Schweden und Sten Stymne, SLU Alnarp, Schweden). 
Die Leserahmen von GgWS1, TtWS1, TtWS2, TtWS3 und TtWS4 wurden synthetisch hergestellt und in 
pDONR221-Vektoren transformiert. Die resultierenden Vektoren wurden von GeneArt erworben. 
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2.2.3 Verwendete Oligonukleotid-Primer 
Alle Primer wurden von MWG Eurofins hergestellt. Die Klonierungsprimer wurden als HPLC-
aufgereinigte Oligonukleotide bezogen, alle anderen Primer wurden nur entsalzt (HPSF). 
Tabelle 6: Klonierungs- und Sequenzierungs-Primer. 
Bezeichnung Sequenz (5´-3´) Verwendung TM 
M13-Rev 5´-GGAAACAGCTATGACCATG-3´ Sequenzierung von 
pENTR-Konstrukten 
 
54,5 °C 
M13-For 5´-GTAAAACGACGGCCAGT-3´ 52,8 °C 
For-GgDGAT1 5´-CACCATGGCAGGTGAAGACTGTGTAAG-3´ 
Klonierung von DGAT1 
57 °C 
Rev-GgDGAT1 5´-TTACATCTGCACGTGACATGACCAC-3´ 58 °C 
 
For-GgWS1_1 
 
5´-CACCATGGAGCGTGCCTATAAAAT-3´ 
Klonierung von WS1  
63 °C 
Rev-GgWS1_1 5´-CTATATAAATTCGAGGTGACTGTCTTCTG-3´ 62,4 °C 
For-GgWS1_2 5´-ATGGAGCGTGC-3´ 40,0 °C 
Rev-GgWS1_2 5´-CTATATAAATTCGAGGTG-3´ 
 
46.9 °C 
For-GgWS2 5´-CACCATGAAAACAATCATTGCAGCCTG-3´ 
Klonierung von GgWS2 
 
63,4 °C 
Rev-GgWS2 5´-TCAACTCCTGGGCCATGTGG-3´ 
 
61,4 °C 
For-WS2 5´- ATGAAAACAATCATTNN-3´ Degenerierter Primer zur 
Klonierung von WS2 aus 
Gans und Schleiereule 
 
40,7 °C 
Rev-WS2 5´-TCAACTNCTNGNCNATN-3´ 49,2 °C 
For-GgWS4 5´-CACCATGACCTACCTAAGCTACTTTGC-3´ 
Klonierung von WS4 
65,0 °C 
Rev-GgWS4 5´-CTAATCACTTTTACAATGTTTATC-3´ 52,2 °C 
Rev-GgWS4nostop 5´-ATCACTTTTACAATGTTTATCAAATC-3´ 53,8 °C 
    
For-WS4_1 5´-ATGACCTACCTANN-3´ Degenerierte Primer zur 
Klonierung von WS4 aus 
mRNA von Gans und 
Schleiereule 
 
40,0 °C 
For-WS4_2 5´-CACCATGACNTACNTAAN-3´ 50,3 °C 
Rev-WS4_1 5´-CTAATCACTTTTACNN-3´ 41,5 °C 
For-WS4_2 5´-CTAATCANTNTTACANTGTTN-3´ 50,1 °C 
For-GgWS5 5´-CACCATGATAGGTAGCAATGAATCC-3´ 
Klonierung von WS5 
61,3 °C 
Rev-GgWS5´ 
 
5´-TTAGTCTTCTTTCTGTCGTGTTTG-3´ 57,6 °C 
For-TtWS1 5´-CACCATGACCGAGTTCTCTAAGC-3´ 
Umklonierung von TtWS1 
62,4 °C 
Rev-TtWS1nostop 5´-GTAGAGCTTGAGTTCCTCTTTC-3 58,4 °C 
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Tabelle 7: Oligonukleotide für die Analyse der Expressionsmuster. 
Bezeichnung Nukleotid-Sequenz TM Fragmentgröße 
GgDGAT1-exon6for 5´-TGCATGTTCTGTGCCACGGTT-3´ 57 °C 
435 bp 
GgDGAT1-exon12rev 5´-AAGTGAACCAAGCACCTGTGCA-3´ 57 °C 
GgWS1-exon4for 5´-TCTTCCACGCAAGAGGTATC-3´ 68 °C 
112 bp 
GgWS1-exon5rev 5´-GTTGGCTTGTGCTTCTTCAG-3´ 61 °C 
GgWS2-exon4for 5´-TTGCCGTGCCTGAGGAGATG-3´ 66 °C 
190 bp 
GgWS2-exon5rev 5´-CTGGGAACAGCTCGGAGAAG-3´ 64 °C 
GgWS2-exon7for 5´-TTGCTCCCTGCGTCTTCTAC-3´ 63 °C 
129 bp 
GgWS2-exon8rev 5´- TGCTCGGCTCCTCAATCTTC-3´ 64 °C 
GgWS4-exon3for 5´-GCTCTAGATGCGAAAGTGCCCA-3´ 66 °C 
129 bp 
GgWS4-exon5rev 5´-TTGCCGTGCCTGAGGAGATG-3´ 62 °C 
GgAktin-exon1for 5´-ACCTGAGCGCAAGTACTCTG-3´ 63 °C 
114 bp 
GgAktin-exon1rev 5´-ACAATGGAGGGTCCGGATTC-3´ 63 °C 
Oligo-(dT)-N 5´-TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTNNN-3´ ~60 °C  
 
2.2.1 Programme und Web-Services 
Die Vektorkonstruktionen und die Ableitung von Klonierungsprimern erfolgten mit CloneManager 8, 
so wie die Untersuchung auf Restriktionsschnittstellen und die Vorhersage von 
Restriktionsfragmenten.  
Alignments zur Überprüfung von Sequenzierungsergebnissen wurden entweder mit ClustalX2 (Larkin 
et al. 2007) und GeneDoc (Nicholas et al. 1997) oder mit CloneManager durchgeführt. 
Alignments zur Analyse von Sequenzähnlichkeiten wurden mit ClustalX2 durchgeführt und in 
GeneDoc ausgewertet. Phylogenetische Stammbäume wurden mit MEGA5 erstellt (Tamura et al. 
2011). Dazu wurden die evolutionären Abstände nach der Neighbor-Joining Methode (Saitou und Nei 
1987) berechnet und Bootstrap-Konsensus Tests (Felsenstein 1985) mit 1000 Wiederholungen 
durchgeführt. Die evolutionären Abstände wurden mit p-Distanz-Bestimmung (Nei und Kumar 2000) 
berechnet und sind angegeben als Aminosäure-Unterschiede pro Position. Alle Lücken in der 
Sequenz wurden für die Vorhersagen gelöscht. Die angegebenen Bootstrap-Values entsprechen der 
Wahrscheinlichkeit der jeweiligen Verzweigung in %, Werte über 85 gelten dabei als sicher. 
Die Berechnungen der möglichen Transmembrandomänen wurden mit TMHMM durchgeführt 
(Sonnhammer 1998; Krogh et al. 2001; Möller et al. 2001) und mit Kyte Doolittle Plots (Kyte und 
Doolittle 1982) bei Fensterweiten von 19 Aminosäuren verglichen.  
Die molekularen Massen und isoelektrischen Punkte wurden mit ProtParam (Wilkins et al. 1999; 
Gasteiger et al. 2005) ausgehend von den abgeleiteten Proteinsequenzen der klonierten cDNAs 
berechnet.  
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Konservierte Domänen wurden mithilfe der Conserved Domain Database auf dem ExPASy-Server 
identifiziert (Marchler-Bauer et al. 2005; Marchler-Bauer et al. 2007; Marchler-Bauer et al. 2011). Die 
Darstellung der Domänen erfolgte mit Prosite MyDomains auf dem ExPASy Server. 
Tabelle 8: Verwendete Programme. 
Programm Verwendungszweck 
ACD/ChemSketch Darstellung von Reaktionsgleichungen und chemischen Formeln 
AIDA Imaging-Software für FLA-3000, Auswertung von Radio-Chromatogrammen 
Chromas Auswertung von Sequenzierungs-Daten 
CloneManager 8 Erstellen von Vektorkarten, Planung von Klonierungen 
Clustal X2 Alignment von DNA- oder Proteinsequenzen 
EndNote X4 Zitierung von Literatur 
GeneDoc Auswertung von DNA- oder Protein-Alignments 
HPChemstation Auswertung von GC-Chromatogrammen 
MEGA5 Erstellung von Dendogrammen 
MS Office Tabellenkalkulationen und Textverarbeitung 
Treeview Erstellung von Dendogrammen 
 
Tabelle 9: Genutzte Internetseiten und Internetservices 
Service Web-Adresse 
BLAST http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 
Codon Usage Database http://www.kazusa.or.jp/codon/ 
Conserved domain search CDD http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi 
ENSEMBL Datenbank http://www.ensembl.org/Gallus_gallus/ 
ExPASy Protein Parameter Tools http://web.expasy.org/protparam/ 
ICON Homepage http://icon.slu.se/ICON/index.htm 
Kyte-Doolittle Plot http://gcat.davidson.edu/DGPB/kd/kyte-doolittle.htm 
Lipid Library http://lipidlibrary.aocs.org/lipids 
NCBI Database http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
Prosite MyDomains http://prosite.expasy.org/cgi-bin/prosite/mydomains/ 
TMHMM  http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/ 
Yeast Protein Localization Database http://wwwoas.kfunigraz.ac.at:8010/pls/al12/ypl.htm 
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2.3 Mikrobiologische Methoden 
2.3.1 Kultivierung von Escherichia coli  
Verwendet wurden E. coli TOP10 und DB3.1 (Invitrogen) (Genotypen siehe Tabelle 1). Kulturen 
wurden für 18 h in sterilem LB-Medium (Roth) oder LB-Agar (Roth) bei 37 °C inkubiert. Zur Selektion 
von Bakterien ohne Plasmide wurden 50 µg/ml Streptomycin (Duchefa) eingesetzt, Bakterien mit 
Entry-Vektoren wurden in 50 µg/ml Kanamycin (Duchefa) selektiert und Kulturen mit 
Expressionsvektoren in 50 µg/ml Carbenicillin (Duchefa). 
Die Ausgangsstämme und die hergestellten Transformanten wurden als Dauerkulturen nach 18 h 
Kultivierung in Selektionsmedien in 45 % Glycerin aufgenommen und bei -80 °C gelagert. 
2.3.2 Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae 
Verwendet wurden S. cerevisiae BY4741, S. cerevisiae BY4741 Δlro1 Δdga1 (weiterhin Δ2 genannt) 
und S. cerevisiae W303 H1246 (weiterhin Δ4 genannt) (Genotypen siehe Tabelle 1).  
Die Kultivierung der Ausgangsstämme erfolgte in Vollmedium YPD. Zur Selektion der transgenen 
Hefen wurden diese in voll supplementiertem Synthetic Dropout (SD) Medium ohne Uracil mit Leucin 
(pYES-DEST52 oder pAG426GAL-EGFP) oder ohne Uracil und Leucin (Coexpression von pYES-DEST52 
und pAG425GAL) kultiviert.  
Zum Stammerhalt wurden die verwendeten S. cerevisiae Stämme alle drei bis vier Wochen auf den 
entsprechenden SD-Platten mit Glukose ausgestrichen, drei bis fünf Tage bei 28 °C inkubiert und 
anschließend bei 8 °C gelagert. Dauerkulturen aller Ausgangsstämme und der verwendeten 
transgenen Stämme wurden nach 24 bis 36 h Kultivierung bei 28 °C in selektiver Flüssigkultur in 45 % 
Glycerin angelegt und bei -80 °C gelagert. 
Zur Erzeugung von Expressionskulturen für die Lipidanalytik wurden die Stämme zunächst in 20 ml SD 
mit Glukose für zwei Tage inkubiert. Anschließend wurden Zwischenkulturen in 100 ml SD mit 
Glukose auf eine optische Dichte von 0,1 angeimpft und weitere 24 h inkubiert bis die Kulturen eine 
Optische Dichte (OD600 nm) bei 600 nm von 6 bis 8 erreicht hatten und am Ende der logarithmischen 
Wachstumsphase angelangt waren. Die Zellen wurden steril geerntet und in das gleiche Volumen SD-
Medium mit Galaktose überführt. Zusätzlich wurden sie, soweit nicht anders angegeben, mit 
Fettalkoholen in einer Endkonzentration von 125 µM supplementiert und 48 h bei 28 °C induziert. 
Für die Präparation von Gesamtmembranen für in vitro Assays wurden aus den Vorkulturen direkt 
200 ml SD-Medium mit Galaktose und ohne Uracil auf eine OD600 nm von 0,1 bis 0,4 angeimpft und 
16 h bei 28 °C inkubiert. 
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Tabelle 10: Hefe-Medien YPD und SD.  
Die Komponenten wurden in A. dest gelöst, bei YNB-Ura-Leu wurden 140 µl 10 M NaOH pro l Medium zugegeben. Die 
Medien wurden 20 min bei 121 °C autoklaviert. 
Hefe-Medium Komponente Konzentration 
Vollmedium YPD 
Hefeextrakt (Roth) 1 % (w/v) 
Glukose (Roth) 2 % (w/v) 
Pepton (Roth) 2 % (w/v) 
[Agar-Agar (Roth) 2 % (w/v)] 
   
Minimalmedium SD 
Yeast Nitrogen Base (MP Biomedicals) 0,17 % (w/v) 
Complete Synthetic Medium CSM-Ura-Leu (MP Biomedicals) 0,068 % (w/v) 
Ammoniumsulfat (Roth) 0,5 % (w/v) 
[Leucin (Roth) 0,01 % (w/v)] 
[Uracil (Roth) 0,01 % (w/v)] 
Glukose oder Galaktose (Roth) 2 % (w/v) 
[Agar-Agar (Roth) 2,5 % (w/v)] 
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2.4 Molekularbiologische Methoden 
2.4.1 Isolation von Gesamt-RNA aus Bürzeldrüsen 
Zur Isolation von Gesamt-RNA aus Bürzeldrüsen wurde ein Protokoll nach Kolattukudy verwendet 
(Kolattukudy et al. 1985). Die verwendeten Bürzeldrüsen wurden nach der Sektion in flüssigem 
Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C bis zur Aufarbeitung gelagert. 
Die Bürzeldrüse wurde in kleine Stücke geschnitten, in Stickstoff gemörsert und mit 15 Volumen-
teilen Puffer I und 15 Volumenteilen TRIS-gesättigtem (25 mM TRIS, pH 8,0) Phenol versetzt. Zur 
Homogenisation wurde die Suspension 3 min im Ultra-Turrax zerkleinert und anschließend 30 min 
auf Eis inkubiert. Anschließend wurden 0,2 Volumenteile Chloroform zugegeben und zur 
Phasentrennung zentrifugiert (8.000 x g, 30 min, 4 °C). Die obere wässrige Phase wurde 
abgenommen und auf Eis gelagert, die untere organische Phase wurde mit 10 ml Puffer I gemischt 
und erneut zentrifugiert. Beide wässrige Phasen wurden vereint und mit NaCl in einer 
Endkonzentration von 200 mM versetzt. Nun wurden 2 Volumenteile Ethanol zugegeben und über 
Nacht gefällt. Das Präzipitat wurde sedimentiert (3.000 x g, 10 min, 4 °C) und in 7 ml Puffer II 
aufgenommen. Proteinase K (Roth) wurde zugegeben und 1 h bei 37 °C inkubiert, anschließend 
wurde NaCl ad 200 mM zugegeben und mit 2 Volumenteilen Ethanol über Nacht gefällt. Das 
Präzipitat wurde erneut zentrifugiert (3.000 x g, 10 min, 4 °C) und in Puffer III gelöst.  
Die mRNA wurde aus der Gesamt-RNA mittels oligo(dT)-Beads (siehe 2.4.4) isoliert. 
Tabelle 11: Puffer für die Isolation von Gesamt-RNA aus Bürzeldrüsen nach Kolattukudy. 
Puffer Komponente Konzentration 
Puffer I 
TRIS-HCl, pH 8,0 25 mM 
SDS 0,5 % (w/v) 
EDTA, pH 8,0 25 mM 
 
Puffer II 
TRIS-HCl, pH 7,4 25 mM 
SDS 0,5 % 
 
Puffer III 
TRIS-HCl, pH 7,5 10 mM 
NaCl 500 mM 
EDTA 1 mM 
 
2.4.2 Isolation von Gesamt-RNA aus tierischem Material mit TRIzol® 
Zur schnelleren Isolation von Gesamt-RNA aus tierischen Geweben wurde ein abgewandeltes 
Protokoll nach Invitrogen verwendet. Das Gewebe wurde nach der Sektion in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren und bei -80 °C bis zur Aufarbeitung gelagert. Für die Präparation von RNA war es 
wichtig, dass nur sterile RNase-freie Einmalgefäße verwendet wurden und alle weiteren Gegenstände 
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entweder trocken hitzesterilisiert (180 °C, 4 h) oder vor Verwendung für 30 min in 3 % H2O2 inkubiert 
wurden, um RNasen zu deaktivieren. 
Zunächst wurde das Gewebe in flüssigem Stickstoff zu einem feinen Pulver gemörsert. Dieses wurde 
in ein 50 ml Reaktionsgefäß überführt und mit dem dreifachen Volumen an TRIzol® für 15 min bei 
Raumtemperatur (RT) inkubiert. Anschließend wurde 1/3 des Ausgangsvolumens an 
Bromchlorpropan (Roth) zur Phasentrennung zugegeben und die Mischung wurde nach kurzem 
Vortexen weitere 5 min bei RT inkubiert. Zur Trennung der Phasen wurde anschließend für 15 min 
bei 14.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Die Oberphase wurde vorsichtig abgenommen und in ein neues 
Reaktionsgefäß überführt. Die RNA wurde mit 50 % Isopropanol für 15 min bei RT gefällt und 
anschließend für 20 min bei 14.000 x g und 4 °C pelletiert. Nach dem Trocknen wurde die RNA in 
frischem A. dest aufgenommen und in Aliquots bei -80 °C gelagert. 
Die mRNA wurde aus der Gesamt-RNA mittels oligo(dT)-Beads (0) isoliert. 
Tabelle 12: TRIzol® Reagenz nach Invitrogen. 
Komponente Konzentration 
Guanidinthiocyanat (Roth) 0,8 M 
Ammoniumthiocyanat (Roth) 0,4 M 
Glycerin (Roth) 5 % (w/v) 
Wassergesättigtes Phenol (Roth) 0,1 M 
 
2.4.3 Analyse von RNA 
Zur Konzentrationsbestimmung wurden photometrische Messungen in Quarzküvetten durchgeführt. 
Dazu wurde RNA in A. dest verdünnt und die Extinktion bei 260 nm und 280 nm Wellenlänge 
gemessen. Eine Extinktion von 1 bei 260 nm Wellenlänge entsprach einer RNA-Konzentration von 
40 µg/ml und erlaubte die Konzentrationsbestimmung der RNA-Lösung. Ein Quotient A260nm/A280nm 
gleich 2 war ein Indiz für reine RNA, eine Reduktion dieses Quotienten konnte durch 
Verunreinigungen mit Proteinen oder Phenol hervorgerufen werden.  
Zusätzlich wurden Analysen mittels Gelelektrophoresen durchgeführt. Dazu wurde 2 % TAE-Agarose 
verwendet, die RNA wurde mit Auftragungspuffer versetzt und für 5 min bei 65 °C denaturiert und 
aufgetrennt (siehe 2.4.17). Die ribosomale RNA sollte nach der Elektrophorese als drei klare Banden 
sichtbar sein, die der 28 S, 18 S, 5,8 S und 5 S rRNA entsprechen, wobei letztere zwei nicht getrennt 
werden. 
2.4.4 Präparation von mRNA aus Gesamt-RNA mit Dynabeads® 
Zur Isolation der mRNA aus Gesamt-RNA wurden Dynabeads® Oligo(dT)25 (Invitrogen) verwendet. 
Diese bestehen aus magnetischen Kügelchen mit einem Durchmesser von 2,8 µm, an die oligo-(dT)-
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Nukleotide gebunden sind. Die Poly(A)-Überhänge der mRNA können an diese binden und können 
aufgrund der magnetischen Eigenschaften der Beads mithilfe eines Magneten gut von dem Medium 
abgetrennt werden. Dadurch wird die Präparation von mRNA aus kleinen Ausgangsmengen innerhalb 
von 15 min ermöglicht. Das Protokoll ist in verkürzter Form aus der Invitrogen Produktanleitung 
übernommen. Für die Aufarbeitung von 75 µg Gesamt-RNA wurden 100 µl Dynabeads® verwendet. 
Die Oligo(dT)25-Beads wurden vor der Verwendung zunächst in Bindepuffer gewaschen und in 
Bindepuffer aufgenommen. Anschließend wurde das gleiche Volumen an Gesamt-RNA zugegeben, 
gegebenenfalls wurde die RNA mit A. dest verdünnt, und 5 min bei RT schüttelnd inkubiert. Die 
Dynabeads wurden 2 Mal mit 200 µl Waschpuffer gewaschen. Die Elution der mRNA erfolgte in 20 µl 
TRIS-HCl (10 mM, pH 7,5). Durch 2-minütiges Erwärmen auf 80 °C wurde die mRNA gelöst und direkt 
in ein neues Gefäß überführt. 
Zur Regenerierung der Dynabeads wurden diese in 100 mM NaOH gewaschen, für 2 min auf 65 °C 
erwärmt und in ein neues Gefäß überführt. Dieser Vorgang wurde insgesamt 3 Mal wiederholt. 
Anschließend wurden die Dynabeads 3 Mal in Lagerungspuffer gewaschen, darin aufgenommen und 
anschließend bei 2-8 °C gelagert. Um Kontaminationen zu vermeiden, wurde immer nur die mRNA 
eines Gewebetyps aufgereinigt. 
Tabelle 13: Puffer für mRNA-Präparation mit Dynabeads nach Invitrogen. 
Puffer Komponente Konzentration 
Bindepuffer 
TRIS-HCl, pH 7,5 20 mM 
EDTA 2 mM  
LiCl2 1 M  
 
Waschpuffer 
TRIS-HCl, pH 7,5 10 mM 
EDTA 1 mM 
LiCl2 0,15 M 
 
Lagerungspuffer 
TRIS-HCl, pH 7,5 250 mM 
EDTA 20 mM 
Tween-20 0,1 % (v/v) 
NaN3 0,02 % (w/v) 
 
2.4.5 Präparation von mRNA mit Oligo(dT)-Cellulose 
Die Gesamt-RNA-Lösung wurde mit zweifach konzentriertem Bindepuffer gemischt und mit oligo(dT)-
Cellulose für 30 min bei RT schüttelnd inkubiert. Der Überstand wurde verworfen und die 
Cellulosepellets wurden dreimal mit Bindepuffer und weitere zweimal mit Waschpuffer gewaschen. 
Anschließend wurde die Poly(A)-RNA mit 4 ml vorgewärmtem Elutionspuffer für 5 min bei 65 °C von 
der Matrix eluiert. Dieser Vorgang wurde wiederholt, um eine möglichst hohe Ausbeute zu erzielen.  
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Aus den vereinten Eluaten wurde die mRNA mit 1/20 Volumen 4 M NaCl-Lösung und 
3 Volumenteilen Ethanol über Nacht bei -20 °C präzipitiert und bei 18.000 x g für 40 min bei 4 °C 
pelletiert. Die Pellets wurden in 0,2 M NaAc/EtOH resuspendiert und in 1,5 ml Reaktionsgefäße 
überführt. Die Zentrifugenbecher wurden nochmals mit NaAc/EtOH ausgewaschen. Die mRNA-
Lösungen wurden vereint und bei 15.000 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das 
Pellet wurde nach dem Trocknen in A. dest gelöst. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C. 
Tabelle 14: Puffer für die mRNA-Präparation mit Oligo(dT)-Cellulose. 
Puffer Komponente Konzentration 
Bindepuffer 
(1x konzentriert) 
TRIS-HCl, pH 7,5 10 mM 
NaCl 400 mM 
EDTA, pH 8,0 1 mM 
SDS 0,2 % (w/v) 
 
Waschpuffer 
TRIS -HCl, pH 7,5 10 mM 
NaCl 100 mM 
EDTA, pH 8,0 1 mM 
SDS 0,2 % (w/v) 
 
Elutionspuffer 
TRIS-HCl, pH 7,5 10 mM 
EDTA pH 8,0 1 mM 
 
NaAc/EtOH 
Na-Acetat 0,02 M 
Ethanol 70 % (w/v) 
(erst Na-Acetat in A. bidest autoklavieren, dann Ethanol zugeben) 
 
2.4.6 Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli 
Plasmid-DNA wurde aus 5 ml Übernachtkulturen von E. coli über alkalische Lyse isoliert (Birnboim 
und Doly 1979). Dazu wurden die Zellen zunächst pelletiert und dann in 250 µl 
Resuspendierungspuffer gelöst. Anschließend wurden die Zellen durch Zugabe von 250 µl Lysepuffer 
aufgeschlossen, dabei musste beachtet werden, dass die Mischung nur vorsichtig invertiert wurde, 
um Kontaminationen mit genomischer DNA zu vermeiden. Nach maximal fünfminütiger Inkubation 
bei RT wurden 250 µl Neutralisierungspuffer zugegeben und die Lösungen wurden nochmals 
invertiert und 5 min auf Eis inkubiert. Die Zelltrümmer wurden anschließend bei 13.000 x g für 
10 min bei 4 °C abzentrifugiert, der klare Überstand enthielt RNA und DNA. Zum Abbau der RNA 
wurden die Lösungen mit RNase H für 15 min bei 37 °C inkubiert, anschließend wurde die Plasmid-
DNA in 50 % Isopropanol für 15 min auf Eis gefällt. Die DNA wurde bei 14.000 x g und 4 °C für 15 min 
pelletiert und nochmals mit 500 µl 70 % Ethanol gewaschen. Nach dem Trocknen wurde die DNA in 
A. dest aufgenommen und für analytische Restriktionen eingesetzt. 
 Material und Methoden 
 
33 
 
Für Sequenzierungen wurde Plasmid-DNA mithilfe von SpinPrep-Kits verschiedener Anbieter nach 
Herstellerangaben präpariert. 
Tabelle 15: Puffer für die Plasmid-Isolation durch alkalische Lyse. 
Puffer Komponente Konzentration 
Resuspendierungspuffer 
Glukose 50 mM 
TRIS-HCl, pH 8,0 25 mM 
EDTA, pH 8,0 10 mM 
 
Lysepuffer 
NaOH 0,2 M 
SDS 1 % (w/v) 
 
Neutralisierungspuffer 
K-Acetat 3 M 
Ameisensäure 1,8 M 
 
2.4.7 Isolation von DNA aus PCR-Ansätzen 
Zur Isolation von DNA aus PCR-Ansätzen wurden die PCR-Produkte über Gelelektrophorese in 1 - 2 % 
Agarose aufgetrennt und die Gelbereiche, die der gesuchten Produktgröße entsprachen, 
ausgeschnitten. Die Reinigung erfolgte durch Kits, wobei die Agarose zunächst aufgelöst und die DNA 
anschließend isoliert wurde. Zur Isolation wurden Kits verschiedener Hersteller mit der 
entsprechenden Anleitung verwendet (PCR Product Purification Kit von Analytik Jena, PCR Product 
Purification Kit von Roche, QIAEX II von Qiagen). 
2.4.8 Herstellung und Transformation elektrokompetenter E. coli 
200 ml LB-Medium mit Selektionsantibiotikum wurden mit 1 % (v/v) Übernachtkultur angeimpft und 
bei 37 °C auf eine OD600 nm von 0,7 bis 0,9 angezogen. Die Kulturen wurden 20 min auf Eis gekühlt, um 
das Wachstum zu stoppen, und bei allen folgenden Schritten möglichst kalt gehalten. Die Zellen 
wurden bei 3.000 x g und 4 °C für 8 min steril sedimentiert und in 100 ml 10 % Glycerin (v/v) 
gewaschen. Es folgten zwei weitere Waschschritte mit je 50 ml 10 % (v/v) Glycerin, bevor die Zellen 
in 400 µl Glycerin resuspendiert und á 40 µl aliquotiert wurden. Die Aliquots wurden in flüssigem 
Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. 
Zur Elektroporation wurden die Zellaliquots für 5 min auf Eis aufgetaut, mit der DNA-Lösung oder 
dem Klonierungsansatz gemischt und weitere 5 min inkubiert. Anschließend wurden die Ansätze in 
Elektroporationsküvetten mit 2 mm Spalt überführt und im MicroPulse Elektroporator (Biorad) im 
Ec2 Programm transformiert. Die Zellen wurden in 250 µl vorgewärmtem LB-Medium aufgenommen 
und 45 bis 60 min bei 37 °C und 300 rpm im Thermomixer inkubiert. Anschließend wurden die 
Ansätze auf Selektions-LB-Agar ausplattiert und für 20 h bei 37 °C inkubiert. Die 
Transformationseffizienz wurde durch Transformation mit 10 pg pUC-Vektor bestimmt, zusätzlich 
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wurden Negativkontrollen mit A. dest durchgeführt um die Selektivität der Agar-Platten zu 
kontrollieren. 
Die erhaltenen Kolonien wurden auf Referenzplatten überführt und mittels Colony-PCR (siehe 2.4.16) 
untersucht oder für Plasmidisolationen und Restriktionsanalysen direkt in Flüssigkultur angezogen 
(siehe 2.4.6 und 2.4.12). 
2.4.9 Herstellung und Transformation elektrokompetenter S. cerevisiae 
Saccharomyces cerevisiae wurde aus der Vorkultur in 200 ml YPD-Medium auf eine optische Dichte 
von 0,05 angeimpft und 20 h bei 28 °C auf dem Horizontalschüttler inkubiert, bis die Kulturen eine 
OD600 nm zwischen 1 und 3 erreicht hatten. Um das Wachstum zu stoppen, wurden die Kulturen 
30 min auf Eis gekühlt und 8 min bei 2.000 x g und 4 °C pelletiert. Die Zellen wurden dreimal in je 
200 ml A. dest gewaschen und anschließend einmal in 50 ml 1 M Sorbitol. Das Zellpellet wurde nach 
Bedarf und optischer Dichte in 200 - 1000 µl 1 M Sorbitol aufgenommen und sofort für die 
Transformation verwendet. Die Zellen konnten nicht gelagert werden. 
Zur Transformation wurden 40 µl Aliquots mit 50 ng Plasmid-DNA 5 min auf Eis inkubiert. 
Anschließend wurden die Zellsuspensionen in Elektroporationsküvetten mit 2 mm Spalt überführt 
und mit dem MicroPulse Elektroporator (BioRad) im Programm Sc2 transformiert. Die Zellen wurden 
in 150 µl 1 M Sorbitol aufgenommen und auf SD-Selektionsmedium ausplattiert. Die Platten wurden 
3 bis 5 Tage bei 28 °C über Kopf inkubiert. Zusätzlich wurden Negativkontrollen mit sterilem A. dest 
ohne DNA durchgeführt, um die Selektivität der Medien zu kontrollieren. 
Die Kolonien wurden anschließend auf Referenzplatten überführt und zunächst mittels Colony-
Plasmid-Rescue analysiert (siehe 2.4.11). 
2.4.10 Herstellung von Gateway®-Vektoren 
Zur Erzeugung von Expressions-Vektoren wurden zunächst sogenannte Entry-Vektoren über TOPO-
Klonierung hergestellt. Dazu wurden die cDNA-Sequenzen zunächst mit einem CACC-Überhang 
amplifiziert und dann in den pENTRTM/SD/D-TOPO® integriert. Dabei handelt es sich um einen 
linearisierten Vektor, an dessen Enden das Enzym Topoisomerase gebunden ist. Diese erkennt die 
CACC-Sequenzen und integriert so die cDNA in den Vektor. Vor und hinter der Integrationsstelle 
befinden sich Attachment-Regionen (att-Regionen), welche als Erkennungsstelle für die Enzyme 
Integrase (Int) und Excisionase (Xis) des ʎ-Rekombinationssystems dienen. Zur Übertragung der 
Inserts in die Expressionsvektoren (Destination-Vektoren) wird der Entry-Vektor mit dem 
Destination-Vektor gemischt und mit einem Enzym-Mix inkubiert, welcher neben den Proteinen Int 
und Xis auch den Integration Host Factor (IHF) aus E. coli beinhaltet. Dieser Mix katalysiert die 
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ortsspezifische Rekombination zwischen den attL-Regionen des Entry-Vektors und den attR-Regionen 
des Destination-Vektors, wobei das Insert in den Zielvektor übertragen wird (Abbildung 7). 
Der Vorteil des Gateway®-Systems von Invitrogen liegt in der einfachen und effizienten Übertragung 
von Inserts aus den Entry-Vektoren in verschiedene Destination-Vektoren, welche beispielsweise die 
Expression in verschiedenen Wirtssystemen, mit unterschiedlichen Promotoren oder 
Selektionsmarkern ermöglichen. Gateway®-kompatible Expressionsvektoren sind beispeislweise bei 
Invitrogen oder Addgene erhältlich.  
 
Abbildung 7: LR-Rekombination zwischen Gateway®-Vektoren mit unterschiedlichen Attachment-Regionen. 
Der LR-Clonase Mix vermittelt die Rekombination der Genfragmente zwischen den L1- und L2-Attachment Sites des 
Entry-Vektors mit den R1- und R2-Attachment Sites des Destination-Vektors. Dabei entstehen B1- und B2-Sites im 
Expressions-Vektor und P1- und P2-Sites im Nebenprodukt. Aufgrund der verwendeten Selektionsmarker (Ampicillin: 
AmpR und Kanamycin: KanR) und der letalen ccdB-Gene können Transformanten auf Ampicillin selektiert werden, die den 
Expressionsvektor tragen. Die umgekehrte Reaktion ausgehend von Vektoren mit B- und P-Attachment Sites kann durch 
den BP-Clonase Mix vermittelt werden. 
Bei der Verwendung dieses Klonierungssystems erfolgte zunächst die Erstellung des Entry-Vektors. 
Dazu wurden genspezifische Klonierungsprimer verwendet, bei denen der Forward-Primer einen 5´-
CACC-3´-Überhang aufweist. Die amplifizierten PCR-Produkte wurden entweder über Agarose-
Gelelektrophorese oder mittels Säulen-Präparation gereinigt und als Inserts für die Klonierung 
eingesetzt. 15 ng des PCR-Produktes wurden nun mit 0,5 µl der pENTRTM/SD/D-TOPO®-Lösung, 0,5 µl 
1:4 verdünnter Salzlösung und mit A. dest auf 3 µl aufgefüllt und 15 bis 30 min bei RT inkubiert. 
Anschließend wurden je 1,5 µl der Plasmid-Lösung in elektrokompetente E. coli TOP10 transformiert 
und auf LB mit 50 µg/ml (w/v) Kanamycin selektiert.  
Die Transformanten wurden mittels Colony-PCR (siehe 2.4.16) mit einem genspezifischen Primer und 
dem passenden M13-Primer, der im Vektor außerhalb der Att-Regionen bindet, auf Klone untersucht, 
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die das gewünschte Insert enthielten. Aus solchen Klonen wurden die Plasmide isoliert und mittels 
Restriktionskontrollen analysiert. Aus den Plasmiden, die die korrekten Restriktionsfragmente 
ergaben, wurden mit M13-Primern die Insertionen sequenziert und mit der Ursprungssequenz 
verglichen. Zum Sequenzvergleich wurden entweder CloneManager oder ClustalX und GeneDoc 
verwendet. Zusätzlich wurden die erhaltenen Sequenzdaten mit Chromas untersucht, um eventuelle 
Fehler in der Interpretation der Chromatogramme zu überprüfen, wenn beispielsweise 
widersprüchliche Sequenzdaten vorlagen.  
Wenn die Sequenz des Entry-Vektors abgesichert war, erfolgte die Klonierung des Inserts in den 
Destination-Vektor. Dazu wurden 75 ng des Entry-Vektors mit 0,5 µl des Destination-Vektors 
(entspricht 75 ng) und 1 µl LR-Clonase-Mix II (Invitrogen) gemischt und mit TE-Puffer (10 mM TRIS, 
pH 8,0, 1 mM EDTA) auf 5 µl aufgefüllt. Der Ansatz wurde 1 h bei RT inkubiert und anschließend für 
10 min bei 37 °C mit Proteinase K verdaut. Danach wurden 1,5 µl in elektrokompetente E. coli TOP10 
transformiert und auf 50 µg/ml Carbenicillin selektiert. Da die erhaltenen Transformanten fast alle 
das gewünschte Insert enthielten, konnte weitgehend auf Colony-PCR verzichtet werden. Die 
Transformanten wurden mittels Restriktionsanalysen untersucht und Plasmide aus positiven Klonen 
wurden anschließend zur Transformation von S. cerevisiae eingesetzt. 
2.4.11 Colony-Plasmid-Rescue aus S. cerevisiae  
Die Überprüfung der Hefe-Transformanten auf ihre Plasmide erfolgte über Colony-Plasmid-Rescue 
mit anschließender Retransformation in E. coli (Hoffman und Winston 1987). Dabei wurde die Hälfte 
einer Transformanten-Kolonie zur Isolation der Plasmide genutzt, die andere wurde als neuer 
Quadrantenausstrich auf Selektivnährböden angelegt. 
Die Zellen wurden in 1,5 ml Reaktionsgefäßen in 20 µl Puffer resuspendiert und mit Glasperlen (Ø 
0,5 mm) für 5 min gevortext. Anschließend wurde die Zellsuspension mit 20 µl 
Phenol/Chloroform/Iso-amylalkohol (25:24:1 (v/v/v), Roth) versetzt und weitere 5 min gevortext. Zur 
Phasentrennung wurden die Ansätze bei 14.000 x g für 5 min bei RT zentrifugiert und die DNA-haltige 
Oberphase wurde vorsichtig abgenommen. Etwa 1,5 bis 3 µl der Plasmid-Lösungen wurden in 
elektrokompetente E. coli retransformiert und nach erfolgter Isolation über alkalische Lyse analysiert. 
Tabelle 16: Puffer für Colony-Plasmid-Rescue aus S. cerevisiae. 
Komponente Konzentration 
TRIS-HCl, pH 8,0 10 mM 
EDTA, pH 8,0 1 mM 
NaCl 100 mM 
Triton X-100 2 % (v/v) 
SDS 1 % (w/v) 
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2.4.12 Restriktion von Plasmid-DNA 
Zur analytischen Restriktion wurden die Ansätze in einem Volumen von 10 µl durchgeführt. Die 
Durchführung erfolgte nach Hersteller-Angaben.  
Generell wurden zur analytischen Restriktion 1 bis 2 µl Plasmid-DNA aus der alkalischen Lyse mit 1 µl 
10x Puffer, 0,3 µl Restriktionsenzym und 0,5 µl RNase versetzt und für 60 bis 120 min bei 37 °C 
restringiert. Der Ansatz wurde anschließend elektrophoretisch aufgetrennt (siehe 2.4.17) und die 
entstandenen Fragmentmuster wurden mit den in silico Daten von CloneManager verglichen.  
Zur Konzentrationsbestimmung von Plasmid-DNA aus Spin-Präparationen wurden 0,5 bis 1 µl DNA 
eingesetzt und durch Restriktion linearisiert. Der optische Vergleich der UV-induzierten Fluoreszenz 
mit dem Größenstandard ermöglichte die Abschätzung der aufgetragenen DNA-Menge. 
Tabelle 17: Pipettierschema für Plasmid-Restriktionen. 
Komponente Eingesetzte Menge für 
Kontrollrestriktion von Plasmid-DNA 
aus alkalischer Lyse 
Eingesetzte Menge zur 
Konzentrationsabschätzung von 
Plasmid-DNA 
Plasmid-DNA 1-2 µl 0,5-1 µl 
Puffer (10x konzentriert) 1 µl 1 µl 
RNase (5 mg/ml) 0,5 µl - 
Restriktionsendonuklease 0,3 µl 0,3 µl 
A. dest ad 10 µl ad 10 µl 
 
2.4.13 Sequenzierung von Plasmid-DNA 
Alle Sequenzierungen wurde am Fraunhofer IME Aachen durchgeführt. Dazu wurden jeweils 800 ng 
Plasmid-DNA (pENTR-Vektoren) eingesetzt, mit 1 µM Sequenzier-Primern (M13-For oder M13-Rev) 
versetzt und in einem Volumen von insgesamt 20 µl aufgenommen. Die Plasmid-DNA wurde mittels 
Spin-Präparation isoliert, um möglichst reine DNA zu erhalten.  
Die erhaltenen Sequenzdaten wurden mit Chromas überprüft und mit ClustalX und GeneDoc oder 
CloneManager7.0 ausgewertet. 
2.4.14 Klassische reverse Transkription 
Die reverse Transkription von mRNA erfolgte mit AMV Reverser Transkriptase (Fermentas).  
Für die Analyse der Expressionsmuster wurden 1 µg Gesamt-RNA mit DNase (Fermentas) behandelt, 
um verbliebene genomische DNA zu entfernen. Dazu wurde die RNA für 20 min bei 37 °C mit DNase 
verdaut und die DNase danach für 20 min bei 70 °C inaktiviert. Anschließend wurde die RNA mit 
30 pmol des reversen Primers (Tabelle 6 und Tabelle 7) für 5 min auf 65 °C erwärmt, um 
Sekundärstrukturen der RNA aufzulösen und die Anlagerung des Primers zu ermöglichen. Der Ansatz 
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wurde direkt nach dem Erwärmen auf Eis gekühlt, um die Neubildung komplexer Sekundärstrukturen 
zu verhindern. Durch Zugabe von AMV-Puffer, 20 nmol dNTPs, und AMV wurde die reverse 
Transkription gestartet. Die ersten 10 min wurde der Ansatz bei 25 °C inkubiert, anschließend 60 min 
bei 50 °C. Zur Inaktivierung des Enzyms wurden abschließend 5 min bei 85 °C inkubiert. Zur Kontrolle 
wurden jeweils Ansätze mit und ohne AMV durchgeführt, um sicherzustellen, dass die amplifizierten 
PCR-Fragmente aus der cDNA stammten und nicht aus Kontaminationen mit genomischer DNA. Die 
hergestellte cDNA wurde bei -20 °C gelagert. Je 2 µl wurde für die Amplifikation mit Taq-Polymerase 
(SupraTherm, Genecraft) eingesetzt.  
Tabelle 18: Pipettierschema für cDNA-Synthese mit AMV Reverser Transkriptase. 
Komponente Eingesetztes Volumen 
RNA oder mRNA 1 bis 2 µl 
Revers-Primer (10 µM) 3 µl 
A. dest ad 13,5 µl 
65 °C, 5 min, anschließend direkt auf Eis stellen 
AMV-Puffer (5x)  4 µl 
dNTP-Mix (10 mM) 2 µl 
AMV Reverse Transkriptase 0,5 µl 
 
Tabelle 19: Temperaturprofil der cDNA-Synthese mit AMV Reverser Transkriptase. 
Temperatur Dauer 
25 °C 10 min 
50 °C 60 min 
85 °C 5 min 
 
Für die Klonierung der vollständigen Leserahmen wurde 1 bis 2 µl mRNA-Lösung mit den 
entsprechenden Revers-Primern zur cDNA-Synthese eingesetzt. 1 bis 2 µl dieser cDNA wurden als 
Template in einer PCR eingesetzt, bei der die Amplifikation mit einer Polymerase mit Korrekturlese-
Funktion erfolgte (Pfu-Polymerase, Fermentas).  
2.4.15 Reverse Transkription mit dem OneStep Kit (Qiagen) 
Das OneStep RT-PCR Kit von Qiagen ermöglicht die Verbindung von reverser Transkription und 
Amplifikation in einem Reaktionsschritt. Dieses System kombiniert zwei Reverse Transkriptasen, die 
mit hoher Affinität und Effizienz selbst geringste Mengen an mRNA umschreiben können. Zudem ist 
eine Hot-Start Taq-Polymerase enthalten, welche mit hoher Effizienz die cDNA amplifiziert.  
In einem ersten Schritt erfolgt die reverse Transkription bei 50 °C. Anschließend werden die reversen 
Transkriptasen inaktiviert und gleichzeitig die HotStart Polymerase bei 95 °C aktiviert. Auf diesen 
Schritt erfolgt die Amplifikation über PCR. Das System verfügt zur Amplifikation von GC-reichen 
Sequenzen oder RNA mit einem hohen Grad an Sekundärstrukturen über ein Additiv, welches sowohl 
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die reverse Transkription als auch die Amplifikation dieser Sequenzen erleichtert, die sogenannte Q-
Solution.  
Tabelle 20: Pipettierschema für OneStep RT-PCR. 
Komponente Eingesetztes Volumen 
Puffer (5x konzentriert) 5 µl 
[Q-Solution (5x konzentriert) 5 µl] 
dNTP-Mix (25 mM) 1 µl 
Forward-Primer (10 µM) 1,5 µl 
Revers-Primer (10 µM) 1,5 µl 
Enzym-Mix 1 µl 
Template RNA 1 pg bis 2 µg 
A. dest ad 25 µl 
 
Tabelle 21: Temperaturprogramm für OneStep RT-PCR Kit. Wiederholung der Schritte I bis III in 30 Zyklen. 
Temperatur Dauer Funktion 
50 °C 30 min Reverse Transkription 
95 °C 15 min 
Inaktivierung der Reversen Transkriptasen und 
Aktivierung der HotStart Taq-Polymerase 
94 °C 0,5 – 1 min Denaturierung der dsDNA        (I) 
50-68 °C, abhängig von TM 0,5 – 1 min Anlagerung der Primer             (II) 
72 °C 2 min/kb Elongation der Primer              (III) 
72 °C 10 min Finale Elongation der Fragmente 
 
2.4.16 Polymerase Kettenreaktion 
Zur Ampflifikation von DNA wird die Polymerase Kettenreaktion (PCR) eingesetzt (Saiki et al. 1988). 
Dabei werden sequenzspezifische Oligonukleotide als Primer eingesetzt (Tabelle 6 und Tabelle 7), 
deren 3´-OH-Enden von einer Polymerase als Initiationsstellen für die Elongation der Primer erkannt 
werden. Durch die Verwendung von zwei entgegengerichteten Primern können spezifische 
Fragmente amplifiziert werden. Bei der PCR werden thermostabile DNA-Polymerasen eingesetzt, die 
es erlauben, mehrere Elongationszyklen (Schritt III) hintereinander zu schalten, jeweils unterbrochen 
von der Strang-Denaturierung (Schritt I), bei der die komplementären Stränge voneinander getrennt 
werden, und der Anlagerung der Oligonukleotide (Schritt II) (Tabelle 22).  
Tabelle 22: Temperaturprogramm einer PCR. Wiederholung der Schritte I bis III zwischen 30 und 35 Mal.  
Temperatur Dauer Funktion 
95 °C 2 min Initiale Denaturierung 
94 °C 45 s Denaturierung der dsDNA       (I) 
50-68 °C, abhängig von TM  45 s Anlagerung der Primer            (II) 
72 °C 1-2 min/kb Elongation                                 (III) 
72 °C 10 min Finale Elongation 
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Die Anlagerungstemperatur (TA) ist abhängig von den Schmelztemperaturen (TM) der verwendeten 
Oligonukleotide, generell wurden Temperaturen gewählt, die etwa 3 °C unter den angegebenen 
Schmelztemperaturen lagen. Die Elongationszeit ist abhängig von der Geschwindigkeit der 
verwendeten Polymerase. 
Je nach Verwendungszweck wurden verschiedene Polymerasen eingesetzt. Die SupraTherm-
Polymerase (Genecraft) stammt aus Thermus aquaticus (Taq) und besitzt nur eine 5´-3´-Polymerase 
und eine 5´-3´-Exonuklease Aktivität, aber wie auch andere Taq-Polymerasen keine Korrekturlese-
Funktion. Aufgrund der hohen Fehlerrate von 1 fehlerhaften Base pro 1000 Basen wurde diese 
Polymerase nur für die analytische PCR beispielsweise bei der Colony-PCR eingesetzt und nicht für 
Klonierungen. Taq-Polymerasen erzeugen generell Produkte mit einem 3´-A-Überhang, wodurch sie 
für die TA-Klonierung eingesetzt werden können, die hier jedoch nicht durchgeführt wurde. 
Die AccuTherm Polymerase (Genecraft) oder die Pfu-Polymerase (Fermentas) stammen ursprünglich 
aus Pyrococcus furiosus (Pfu) und besitzen zusätzlich zur 5´-3´-DNA-Polymerase Aktivität eine 3´-5´-
Proofreading-Exonuklease Aktivität, wodurch nicht-komplementäre Basen durch komplementäre 
Basen ausgetauscht werden. Dadurch verfügen sie über eine sehr geringe Fehlerrate von etwa 10-6 
(entspricht 1 fehlerhaften Base pro 1.000.000 Basen). Diese Polymerasen erzeugen Fragmente mit 
glatten Enden und wurden für alle Klonierungen der vorliegenden Arbeit eingesetzt.  
Tabelle 23: Mastermix für PCR-Reaktionsansätze mit verschiedenen Polymerasen. 
Zutat 
Volumen mit  
Pfu 
Volumen mit 
AccuTherm 
Volumen mit 
SupraTherm 
konzentrierter Puffer 2,5 µl 5 µl 2,5 µl 
MgSO4 (ad 6 mM) 4 µl - - 
dNTP-Mix (25 mM) 0,4 µl 0,4 µl 0,2 µl 
Forward-Primer (10 µM) 2,5 µl 2,5 µl 1,25 µl 
Revers-Primer (10 µM) 2,5 µl 2,5 µl 1,25 µl 
Enzym-Mix 0,5 µl 0,5 µl 0,25 µl 
Template 1 – 2 µl 1 – 2 µl 1 – 2,5 µl 
A. dest ad 25 µl ad 25 µl ad 12,5 µl 
 
In Abhängigkeit von der verwendeten Polymerase wurden die Elongationszeiten angepasst (2 min/kb 
für Pfu-Polymerasen und 1 min/kb für Taq-Polymerasen). Zudem wurden die jeweiligen Puffer 
verwendet, die mit den Polymerasen geliefert wurden. Die Reaktionsmixe wurden nach 
Herstellerangaben pipettiert (Tabelle 23) und in angepassten Temperaturprogrammen inkubiert 
(Tabelle 22 oder Tabelle 24). 
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Bei der Colony-PCR handelt es sich um ein schnelles Untersuchungsverfahren, welches eingesetzt 
wurde, um in einer großen Anzahl von Transformanten diejenigen mit den gesuchten Insertionen zu 
identifizieren. Dieses wurde nach den Transformationen der pENTR-Klonierungen eingesetzt, da 
üblicherweise nur geringe Transformationsraten erreicht wurden. Als Template wurde dabei keine 
isolierte DNA, sondern ganze Zellen eingesetzt. Diese wurden mit sterilen Zahnstochern von den 
Platten gepickt, auf Referenzplatten ausgestrichen und anschließend in 30 µl sterilem A. dest 
suspendiert. 2,5 µl wurden als Template in einer PCR mit der SupraTherm-Polymerase eingesetzt, als 
Primer wurde ein Insert-spezifischer Primer gewählt und einer der M13-Primer, welche außerhalb 
der Klonierungsstellen binden. Dadurch wurde direkt auf Inserts mit der richtigen Orientierung 
gescreent.  
Bei der Touchdown-PCR handelt es sich um eine PCR mit einem modifizierten Temperaturprofil 
(Tabelle 24). Um die Spezifität zu erhöhen, wird dabei über die Annealing-Temperatur Einfluss auf die 
Spezifität der Bindung der Oligonukleotide genommen. Die TA wird dabei zunächst oberhalb der 
Schmelztemperatur des Primers festgelegt und in jedem Zyklus der ersten Schleife reduziert. 
Dadurch werden die ersten Zyklen mit einer besonders hohen Spezifität durchgeführt. In den Zyklen 
der zweiten Schleife wird mit einer niedrigen TA gearbeitet, da hier bereits eine höhere Konzentration 
der zu amplifizierenden Fragmente vorliegt. Durch dieses Temperaturprogramm lassen sich 
Nebenprodukte in einer PCR reduzieren, wodurch die Ausbeute an Produkt erhöht werden kann. 
Tabelle 24: Temperaturprogramm einer Touchdown-PCR. 
Temperatur Dauer Funktion Anzahl der Zyklen 
95 °C 5 min Initiale Denaturierung 
 
 
94 °C 45 s Denaturierung der dsDNA 
1. Schleife mit 20 Zyklen, 
dabei Reduktion der 
Annealingtemperatur von 
70 auf 50 °C 
70-1 °C 45 s Stufenweise Verringerung der 
Annealingtemperatur in jedem Zyklus 
72 °C 
 
1-2 min/kb Elongation der gebundenen Primer 
94 °C 45 s Denaturierung der dsDNA 
2. Schleife mit 25 Zyklen 
50-68 °C  45 s Anlagerung der Primer, abhängig von TM 
72 °C 1 min/kb 
 
Elongation 
72 °C 10 min Finale Elongation  
 
2.4.17 Agarose-Gelelektrophorese 
Diese Agarose-Gelelektrophorese wurde durchgeführt, um DNA-Fragmente oder RNA anhand ihrer 
Größe aufzutrennen. Das Prinzip dieser Technik beruht auf der elektrophoretischen Beweglichkeit 
der negativ geladenen Nukleinsäuren im elektrischen Feld. Diese ist abhängig von der Kettenlänge 
der Nukleinsäuren: aus je mehr Basen sie aufgebaut sind, desto langsamer wandern sie, während 
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kurze Fragmente schneller wandern. Sichtbar gemacht werden die Nukleinsäuren durch 
Ethidiumbromid, welches in die Doppelhelices interkaliert und dann fluoresziert (Sambrook et al. 
1989). Durch die Verwendung von Größenstandards (Abbildung 8) kann die Größe der jeweiligen 
Fragmente bestimmt werden. Zudem erlaubt die Stärke der Fluoreszenz die Bestimmung der DNA-
Menge im Gel. 
Tabelle 25: Puffer für Agarose-Gelelektrophoresen. 
Puffer Komponente Konzentration 
TAE-Puffer 
TRIS-HCl, pH 8,0 40 mM 
EDTA, pH 8,0 1 mM 
Essigsäure 40 mM 
 
RNA-Ladepuffer 
Glycerin 50 % (v/v) 
Bromphenolblau 0,25 % (w/v) 
Xylen Cyanol 0,25 % (w/v) 
EDTA, pH 8,0 1 mM 
 
RNA-Probenpuffer 
MOPS, pH 7,0 20 mM 
Na-Acetat 5 mM 
EDTA 1 mM 
Formamid 50 % (v/v) 
Formaldehyd 18 % (v/v) 
 
RNA-Auftragungspuffer (4x) 
Ladepuffer 0,1 ml 
Probenpuffer 0,5 ml 
Ethidiumbromid 
 
20 µg 
DNA-Auftragungspuffer (6x) 
TRIS-HCl, pH 7,6 10 mM 
EDTA 60 mM 
Glycerol 60 % (w/v) 
Orange G 0,15 % (w/v) 
Xylenxyanol 0,03 % (w/v) 
 
Zur Analyse von kleinen Fragmenten unter 1 kb wurde 2 % Agarose in TAE verwendet, bei größeren 
Fragmenten 1 % Agarose. Die Agarose wurde durch mehrmaliges Aufkochen in der Mikrowelle in 
TAE-Puffer gelöst und auf 70 °C gekühlt. Ethidiumbromid wurde in einer Konzentration von 0,3 mg/l 
(w/v) zugegeben. Die DNA wurde in Probenpuffer verdünnt und direkt aufgetragen, RNA wurde in 
Probenpuffer für 5 min auf 65 °C erhitzt, um Sekundärstrukturen zu zerstören, und dann aufgetragen. 
Je nach Gelgröße wurden Spannungen zwischen 90 und 140 Volt für 45 bis 90 min angelegt. 
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Abbildung 8: Verwendete GeneRulerTM DNA-Marker von Fermentas. 
2.4.18 Gelextraktion 
Für die Gelextraktion wurden PCR-Produkte elektrophoretisch aufgetrennt und mit Ethidiumbromid 
unter UV-Licht sichtbar gemacht. Fragmente der gesuchen Größe wurden möglichst schnell mit 
sauberen Skalpellen aus dem Gel ausgeschnitten, in Reaktionsgefäße überführt und gewogen. Es 
musste darauf geachtet werden, dass die Gele möglichst kurz dem UV-Licht ausgesetzt waren, um 
Strangbrüche in der DNA zu verhindern.  
Die Extraktion erfolgte mithilfe von verschiedenen Kits nach Herstellerangaben (QIAEX II, Qiagen; 
High Pure PCR-Product Purification Kit, Roche; PCR-Product Purification Kit, Analytik Jena). Die 
Agarose wurde dazu zunächst solubilisiert und die DNA wurde anschließend meist mithilfe von DNA-
bindenden Säulchen ähnlich wie bei der Plasmid-Präparation mit DNA-Extraktions-Kits aufgereinigt. 
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2.5 Zellbiologische Methoden 
2.5.1 GFP-Fluoreszenz-Mikroskopie 
Zur Lokalisation EGFP-markierter Proteine wurden Zellen für 48 h induziert und unter 
Fluoreszenzlicht mikroskopiert. Dabei wurde das Nikon Eclipse 50i Mikroskop verwendet. EGFP 
wurde mit Licht der Wellenlänge von 488 nm angeregt und emittierte dann grünes Licht. Die Zellen 
wurden mit Nilrot (siehe 2.62.6.1), Mito-Tracker (Invitrogen) oder ER-Tracker (Invitrogen) nach 
Protokoll gefärbt und im Vergleich zum Durchlicht mikroskopiert.  
2.5.2 Membranpräparation aus S. cerevisiae 
Zur enzymatischen Analyse der Wachs-Synthase Aktivitäten wurden Gesamtmembranen von Hefen 
eingesetzt, welche aus Zellen logarithmisch wachsender Hefekulturen isoliert wurden. Dazu wurden 
zunächst Vorkulturen in YNB-Medium mit Glukose für 48 h bei 28 °C inkubiert. Daraus wurden 200 ml 
Hauptkulturen aus YNB mit Galaktose auf eine OD600 nm von 0,1 angeimpft, diese wurden nach 20 h 
Inkubation bei einer OD600 nm~2 geerntet. Dazu wurden die Zellen zunächst 15 min auf Eis gekühlt, um 
das Wachstum zu stoppen, anschließend pelletiert (1.300 x g, 4 °C, 6 min), in 20 ml eiskaltem Puffer 
(10 mM TRIS-H2SO4, pH 7,4) gewaschen und für etwa 15 min bei -20 °C eingefroren. Danach wurden 
die Zellpellets mit 2 ml Puffer und etwa 1 ml Glasperlen (Ø 0,5 – 1 mm) für 5 min kräftig gevortext. 
Anschließend wurden die Zellen kurz auf Eis gekühlt und sedimentiert. Der Überstand wurde in ein 
neues Gefäß überführt und die Zellen wurden mit weiteren 2 ml Puffer erneut aufgeschlossen. 
Insgesamt wurden drei Aufschlüsse durchgeführt, die Überstände wurden vereint und für zweimal 
30 s mit Ultraschall behandelt. Um verbleibende Zellen zu entfernen, wurden die Ansätze nochmals 
zentrifugiert (2.500 rpm, 15 min, 4 °C). Die Überstände wurden in der Ultrazentrifuge bei 140.000 x g 
im vorgekühlten 70.Ti-Rotor (Beckman) für 60 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde 
verworfen, das Membranpellet wurde in Puffer suspendiert, aliquotiert und in flüssigem Stickstoff 
gefroren. 
Die Membranen wurden bei -80 °C gelagert, Aliquots wurden nach dem ersten Auftauen jedoch 
verworfen und nicht erneut gelagert.  
2.5.3 Präparation verschiedener Gewebe aus tierischen Organismen 
Zur Isolation von RNA für Klonierungen (siehe 2.4.1) sowie zur Präparation von Membranen (siehe 
2.5.4) wurden verschiedene Organe präpariert. Die Präparation der Bürzeldrüsen aus frisch 
geschlachteten und ausgenommenen Gänsen und Hühnern (Putenfarm Peter Ritte, Wegberg-
Rickelrath) erfolgte über Sektion des Bürzels mit anschließender Entfernung des überschüssigen Fett- 
und Hautgewebes. Die Entnahme der Bürzeldrüsen aus Schleiereulen wurde im Rahmen von 
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Totalpräparationen durchgeführt und durch die Arbeitsgruppe von Prof. Wagner zur Verfügung 
gestellt (RWTH Aachen, Biologie II).  
Bei der Totalsektion des Huhnes wurde im Wesentlichen nach der Präparationsanleitung aus 
Kükenthal vorgegangen (Storch und Welsch 1999). Da Gewebeteile auch zur Präparation von RNA 
genutzt wurden, wurde der Körper des Huhnes nach dem Ausbluten sofort auf Eis gekühlt, der 
gesamte Kopf wurde in flüssigem Stickstoff gelagert.  
Vor der Präparation wurden zunächst großflächig die Federn entfernt. Anschließend wurde Haut am 
unteren Rücken präpariert und grob zerkleinert. Die Bürzeldrüsen wurden entfernt und die zwei Lobi 
wurden getrennt gelagert. Das die Bürzeldrüse umgebende Fettgewebe wurde ebenfalls präpariert 
und aufgehoben. Anschließend wurde der Bauchraum des Huhnes geöffnet, wobei darauf geachtet 
wurde, die Galle und den Darm nicht zu verletzen, um Kontaminationen zu vermeiden. Bevor der 
Brustkorb geöffnet wurde, wurden Teile des großen und kleinen Brustmuskels (Musculus pectoralis 
und Musculus supracoracoideus) präpariert. Danach erfolgte die Sektion der Leberlappen und des 
Herzmuskels. Abschließend wurde der Kamm des Huhnes vom Kopf abgetrennt und das Gehirn 
wurde präpariert. Alle Organe wurden in mindestens zwei Aliquots in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren und anschließend bei -80 °C gelagert. 
2.5.4 Membranpräparation aus tierischen Geweben 
Für die Präparation von Membranen aus Bürzeldrüsen und Hautgewebe von Vögeln wurde ein 
adaptiertes Protokoll nach Buckner und Kolattukudy (Buckner und Kolattukudy 1975; Buckner und 
Kolattukudy 1975) verwendet. Die bei -80 °C gelagerten Gewebe wurden zunächst mit sterilen 
Skalpellen in dünne Scheiben geschnitten. Bei den Bürzeldrüsen wurde soweit möglich das durch das 
Einfrieren fest gewordene Drüsensekret entfernt und für Lipidanalysen bei -20 °C gelagert. Das 
zerkleinerte Gewebe wurde gewogen und mit 15 ml Puffer (100 mM Na-K-Puffer, pH 7,6, 0,5 mM 
DTT, 1 mM MgCl2) in vorgekühlte 50 ml Gefäße überführt. Die Homogenisation erfolgte im Ultra-
Turrax auf Eis für drei Mal 15 s. Zur Abtrennung verbliebener Gewebefragmente wurde das 
Homogenisat 15 min bei 3.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde in einem 
Festwinkelrotor bei 140.000 x g (70.Ti-Rotor, Beckman) für 60 min bei 4 °C zentrifugiert, um die 
Membranen zu pelletieren. Die Membranen wurden anschließend in Puffer aufgenommen und 
aliquotiert. Der Überstand wurde verworfen. 
Zur Bestimmung der Einsatzmenge für die Assays wurde eine Proteingehaltsbestimmung nach 
Bradford durchgeführt (Bradford 1976). Da keine Informationen über die Stabilität der Enzyme beim 
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Einfrieren zur Verfügung standen, wurden einige Assays sofort durchgeführt. Die restlichen Aliquots 
wurden in flüssigem Stickstoff gefroren und bei -80 °C gelagert. 
2.5.5 Optimierter Wachs-Synthase Assay 
Die Optimierung des Wachs-Synthase Assays wurde hauptsächlich mit Membranen von Hefen 
durchgeführt, die GgWS4 oder TtWS1 exprimierten (siehe 3.6.1). Das Volumen der Reaktionsansätze 
betrug 50 µl, die optimierten Substanzkonzentrationen sind Tabelle 26 zu entnehmen. Die als Acyl-
Donatoren eingesetzten Acyl-CoA-Thioester waren zur Detektion mit 14C markiert (Tabelle 27), die 
Acyl-Akzeptoren umfassten Alkohole verschiedener Kettenlängen, Isoprenole, Diole und Sterole. 
Tabelle 26: Reaktionsansatz des optimierten Wachs-Synthase Assay. 
Substanz Stammlösung Endkonzentration 
BIS-TRIS-Propan, pH 9,0 50 mM 10 mM 
Acyl-Donator (Acyl-CoA) unterschiedlich 13,4 µM 
Acyl-Akzeptor 5 mM 300 µM 
 
Zunächst wurde der Acyl-Akzeptor (Sigma Aldrich) in Heptan in 2 ml Reaktionsgefäßen mit 
Schnappdeckel vorgelegt und bei RT getrocknet. Um konstantere Assay-Bedingungen zu erzeugen, 
wurde ein Mastermix aus Puffer, A. dest und dem Acyl-Donor angefertigt. Die Membranen wurden in 
A. dest auf Konzentrationen zwischen 0,1 und 0,4 mg/ml verdünnt, so dass in jeden Ansatz 10 µl der 
Membranverdünnung gegeben werden konnten. Bei der Anfertigung von Proteinlinearitäten wurde 
von diesem Verfahren Abstand genommen, da unterschiedliche Proteingehalte eingesetzt werden 
mussten. Hierbei musste zusätzlich ein Teil des A. dest einzeln zugegeben werden, um die 
unterschiedlichen Volumina der Membran-Lösung zu kompensieren. Der Acyl-Akzeptor wurde 
bei  -20 °C gelagert und auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe von 40 µl Mastermix zu den trockenen Acyl-
Akzeptoren wurden die Ansätze für 30 s bei 200 x g zentrifugiert, anschließend wurden 10 µl der 
Membranverdünnung zugegeben. Die Ansätze wurden 20 min im Schüttelinkubator bei 35 °C und 
750 rpm inkubiert. Zur Extraktion der Lipide wurde 250 µl Chloroform/Methanol (1/1, v/v) 
zugegeben und 100 µl 0,45 % NaCl-Lösung. Die Ansätze wurden kräftig gevortext und zur 
Phasentrennung in einer Tischzentrifuge für 2 min bei 200 x g zentrifugiert. Wurden mehr als 15 
Ansätze parallel durchgeführt, wurden die Proben bis zum Auftragen auf die Kieselgelplatten auf Eis 
gelagert. Je 80 µl der Unterphase wurden auf Dünnschichtplatten (Merck, DC-Platten Kieselgel 60) in 
Heptan/Diethylether/Eisessig (90/20/1, v/v/v) für 40 min chromatographiert (siehe 2.6.3).  
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Tabelle 27: Verwendete radioaktiv markierte Acyl-CoA-Thioester. 
Substanz Hersteller 
spezifische Aktivität 
[Bq*pmol-1] 
Umrechnungsfaktor 
[fmol*dpm-1] 
[1-14C]-Palmitoyl-CoA (16:0) Perkin Elmer 2,22 7,5758 
[1-14C]-Myristoyl-CoA (14:0) BioTrend 2,03 8,1967 
[1-14C]-Stearoyl-CoA (18:0) BioTrend 2,03 8,1967 
[1-14C]-2-Methyl-14:0-CoA 
Mats Hamberg, Sten 
Stymne 
0,62 26,8097 
[1-14C]-2-Methyl-16:0-CoA 
Mats Hamberg, Sten 
Stymne 
0,62 26,8097 
[1-14C]-2-Methyl-18:0-CoA 
Mats Hamberg, Sten 
Stymne 
0,62 26,8097 
[1-14C]-Decanoyl-CoA (10:0) Eigene Synthese 0,09 190,6780 
[1-14C]-Lauryl-CoA (12:0) Eigene Synthese 0,70 23,8380 
[1-14C]-Oleoyl-CoA (18:1) Perkin Elmer 2,03 8,1699 
 
Zur Detektion radio-markierter Banden wurde das FLA-3000 System (Fujifilm Bio Imager FLA-3000) 
eingesetzt, die Identifizierung der Produkte erfolgte mithilfe von co-chromatographierten Lipid-
Standards. Die Quantifizierung erfolgte zum Teil über Flüssigkeitsszintillationszählung im LS 6500 
(Beckman Coulter) sowie mithilfe der AIDA Software (AIDA 2D Densitometry, Raytest) (siehe 2.5.7). 
2.5.6 Substrat-Kompetitions-Assay 
Substrat-Kompetitions-Assays wurden durchgeführt, um eine größere Anzahl verschiedener Acyl-
Donatoren hinsichtlich ihrer Eignung als Substrate zu untersuchen. Das Prinzip dieser 
Versuchsansätze beruht auf der Annahme, dass nicht-markierte Thioester, für die das Enzym eine 
höhere Affinität als für 16:0-CoA aufweist, 16:0-CoA vom aktiven Zentrum verdrängen und dadurch 
zu einer Reduzierung der Bildung markierter Wachsester (WE) führen. Die Versuche wurden daher im 
Vergleich zu Ansätzen mit äquimolaren Mengen an markiertem und nicht markiertem Palmitoyl-CoA 
durchgeführt, wobei die Menge an gebildetem WE dieses Ansatzes als 100 % definiert wurde (Cases 
et al. 2001). Wurden in den verschiedenen Ansätzen nun weniger markierte WE gebildet, so wurde 
davon ausgegangen, dass das Enzym eine höhere Affinität für den nicht-markierten Thioester 
aufweist. Stieg die gebildete WE-Menge, so zeigte dies, dass das Enzym eine höhere Affinität für 
Palmitoyl-CoA im Vergleich zum nicht-markierten Thioester besaß.  
Tabelle 28: Reaktionsansatz von Substrat-Kompetitions-Assays. 
Substanz Stammlösung Endkonzentration 
BIS-TRIS-Propan, pH 9,0 50 mM 10 mM 
[1-14C]-Palmitoyl-CoA 0,36 mM 6,7 µM 
Acyl-CoA (Kompetitor) unterschiedlich 6,7 µM 
Acyl-Akzeptor 5 mM 0,3 mM 
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Die Bedingungen und die Durchführung des Kompetitions-Assays entsprachen denen des normalen 
WS-Assays (siehe 2.5.5), abgesehen von der Zugabe eines Gemisches an Acyl-Donatoren. Der 
Reaktionsansatz ist in Tabelle 28 dargestellt.  
2.5.7 Flüssigkeitsszintillationszählung 
Relevante Produkt-Banden mit [14C]-markierten Acyl-Gruppen wurden von den mit A. dest 
angefeuchteten Dünnschichtplatten abgekratzt und in 20 ml Szintillationsvials überführt. Das 
Kieselgel wurde mit 5 ml Szintillationscocktail (OptiPhase Hisafe 2, Perkin Elmer) gemischt und 
anschließend für 10 min im Szintillationszähler LS 6500 (Beckman Coulter) gemessen. Das Gerät 
wertete die gemessenen Lichtquanten des Szintillators in Zerfällen pro Minute (dpm) aus. 
Mit dem gleichen Verfahren wurde auch die Radioaktivität der Mastermixe überprüft, indem wenige 
Mikroliter der Mastermixlösung analysiert und mit den Soll-Werten verglichen wurden. 
2.5.8 Quantifizierung spezifischer Aktivitäten aus Dünnschichtchromatogrammen 
Zur Quantifizierung wurde die AIDA Software verwendet. Dabei wurden in silico die Bereiche der 
Chromatogramme markiert, auf denen Banden zu sehen waren. Es wurde darauf geachtet, dass alle 
Bereiche die gleiche Fläche aufwiesen. Neben den Banden wurde ein Bereich ohne Banden 
ausgewählt und als Hintergrund markiert. Über Flüssigkeitsszintillationszählung wurden einzelne 
Banden quantifiziert, die jetzt als Standards verwendet werden konnten und die Quantifizierung aller 
Banden ermöglichten. Bei der Wahl der Banden, die als Standards ermittelt wurden, war es wichtig, 
dass aus allen Konzentrationsbereichen Proben genommen wurden, um eine möglichst 
weitreichende Ausgleichsgerade zu erhalten. 
Bei der Auswertung musste darauf geachtet werden, dass ein möglichst linearer Zusammenhang 
zwischen den gewählten Standards und der Färbung der Banden erreicht wurde. Nur wenn dieser 
gegeben war, war die Auswertung am Computer möglich. Wenn in Einzelfällen keine Gerade erstellt 
werden konnte, mussten alle Banden über Flüssigkeitsszintillationszählung quantifiziert werden. 
Aus den Zerfällen pro Minuten (dpm) der einzelnen Banden konnte mithilfe der spezifischen 
Aktivitäten der verwendeten radioaktiv markierten Substrate die gebildete Produktmenge berechnet 
werden (Formel 1). Dazu wurde von der Radioaktivität der Probe zunächst der Hintergrund 
abgezogen (entspricht der Bande des Reagenzienblindwertes (RBW) mit gleicher Laufstrecke). Das 
Volumen der Unterphase bezieht sich auf die Chloroformphase nach der Extraktion und lag bei 125 µl, 
das Probenvolumen bezieht sich auf die analysierte Menge an Probe und betrug 80 µl. Der 
Umrechnungsfaktor ist der Kehrwert der spezifischen Aktivität der Substrate und ist Tabelle 27 zu 
entnehmen.  
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Formel 1: Berechnung der Produktmenge [fmol] aus WS-Assays.  
Die Aktivität der Probe und des Reagenzienblindwertes (RBW) sind in dpm angegeben, das Volumen V der Probe 
entspricht 80 µl, das Volumen V der Unterphase entspricht 125 µl. Der Umrechnungsfaktor ist Tabelle 27 zu entnehmen 
und wird in fmpl/dpm in die vorliegende Formel eingefügt. 
Aus der ermittelten Produktmenge ließ sich dann über die im Assay eingesetzte Proteinmenge und 
die Inkubationszeit die spezifische Aktivität des Enzyms mit den Substraten berechnen (Formel 2). 
               
       
                            
 
Formel 2: Berechnung der spezifischen Aktivität [pmol * min-1 *mg-1].  
Die spezifische Aktivität eines Enzyms mit einer Substratkombination entspricht dem Quotienten der Produktbildung 
[fmol] pro Inkubationszeit [min] und eingesetzter Proteinmenge [µg]. 
Da die spezifische Aktivität nur auf den Gesamtproteingehalt der Hefemembranen bezogen wurde 
und die Menge an transgenem Protein nicht konstant war, wurden die relativen Aktivitäten 
ausgewertet (Formel 3). Dazu wurde die spezifische Aktivität des Enzyms mit Decanol und Palmitoyl-
CoA als 100 % festgesetzt und alle anderen Werte daraus abgeleitet.  
               
                           )
                                        )
     
Formel 3: Berechnung der relativen spezifischen Aktivität [%].  
Die relativen Aktivitäten wurden als Quotient der Aktivität mit den Substraten x und y in Relation zur durchschnittlichen 
Aktivität mit 10:0-OH und 16:0-CoA der gleichen Assay-Serie angegeben. 
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2.6 Lipidanalytik 
2.6.1 Färbung intrazellulärer Lipidkörper mit Nilrot 
Der Farbstoff 9-Diethylamino-5H-benzo[α]phenoxazin-5-on, auch Nilrot genannt, färbt selektiv Lipide. 
Er eignet sich für die intrazellulare Färbung, da er gut in die Zellen diffundieren kann und sich dort 
mit hoher Selektivität in Lipideinschlüsse anlagert. Nilrot interagiert ausschließlich mit hydrophoben 
Substanzen und kaum mit den übrigen Bestandteilen der Zellen, wodurch nur eine geringe 
Hintergrundfluoreszenz beobachtet wird.  
Für die Färbung wurde der Hefestamm W303 H1246 (Δ4) verwendet, der entweder den Leervektor 
oder einen Vektor zur Expression von GgWS2, GgWS4, TtWS1 oder TtWS4 beinhaltete. Die Kulturen 
wurden induziert und mit 125 µM Alkoholen der Kettenlängen von 10 bis 18 C-Atomen 
supplementiert. Nach 24 h bei 28 °C wurden die Zellen aus 2 ml Kultur pelletiert und mit 100 mM 
TRIS-HCl (pH 7,4) gewaschen. Anschließend wurden die Zellen direkt gefärbt und mikroskopiert. 
Für die Färbung der Zellen wurde ein Protokoll nach Greenspan et al. angewendet (Greenspan et al. 
1985), wobei 1 mg/ml Nilrot in Aceton gelöst und mit dem gleichen Volumen an Zellsuspension 
gemischt wurde. Nach 5-minütiger Inkubation wurden die Zellen einmal mit TRIS-Puffer gewaschen. 
Überschüssiges Nilrot im Puffer störte dabei nicht, da die Emission durch das Wasser gequencht 
wurde. Zur Detektion wurden die Zellen im Fluoreszenzmikroskop im Vergleich bei Durchlicht und 
mit Filtern mikroskopiert. Nilrot wurde durch Wellenlängen zwischen 515 und 560 nm angeregt und 
emittierte Licht mit einer höheren Wellenlänge als 590 nm. Die selektivere Anregung mit 450 bis 
500 nm Wellenlänge, die zur Emission von gelbem Licht mit einer Wellenlänge über 528 nm führte, 
wurde nicht durchgeführt, da kein entsprechender Filter vorhanden war.  
2.6.2 Lipidextraktion aus S. cerevisiae 
Zur Analyse der Lipidzusammensetzung in S. cerevisiae Expressionsstämmen wurde ein verändertes 
Protokoll nach Bligh und Dyer (Bligh und Dyer 1959) verwendet. Zur Extraktion wurden nur hochreine 
Lösungsmittel eingesetzt, die Verwendung von Materialien aus Kunststoff wurde vermieden, um eine 
Verunreinigung der Lipidextrakte mit Weichmachern zu verhindern. Alle wiederverwendbaren 
Glaswaren wurden vor der Verwendung mit Aceton gespült. Die Extraktionen wurden in 35 ml 
Krannich-Röhrchen (Glasbläserei Krannich, Thüringen) mit Schraubgewinde durchgeführt, die 
Kunststoffdeckel besaßen Dichtungen aus Teflon. Zum Trocknen oder Einengen wurden 8 ml 
Glasröhrchen mit Schliffdeckel eingesetzt. 
Als Ausgangsmaterial wurden gefrorene Zellpellets aus den jeweiligen Hefekulturen eingesetzt. Diese 
wurden in gefrorenem Zustand in die Extraktionsröhrchen überführt, anschließend wurde das 
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Frischgewicht bestimmt, welches zwischen 0,4 und 1,3 g lag. Die Pellets wurden nun mit 7,5 ml 
Chloroform/Methanol (1/2, v/v) gemischt und 5 min im Ultraschallbad behandelt. Anschließend 
wurde die Extraktion für 2 h bei RT auf einem Horizontalschüttler inkubiert. Danach wurden weitere 
2,5 ml Chloroform zugegeben, die Ansätze wurden wiederum mit Ultraschall behandelt und weitere 
30 min geschüttelt. Zur Phasentrennung wurden 2,5 ml 0,9 %-NaCl-Lösung zugegeben. Die Ansätze 
wurden wiederum mit Ultraschall behandelt und geschüttelt. Um eine bessere Phasentrennung zu 
erreichen, wurden die Ansätze schließlich für 3 min bei niedriger g-Zahl und RT zentrifugiert. 
Anschließend wurde die Unterphase, welche aus den in Chloroform gelösten Lipiden bestand, mit 
einer langen Pasteur-Pipette abgenommen und durch Glaswolle filtriert, um Zellrückstände aus der 
Interphase zu entfernen. Die obere Methanol-Wasser-Phase wurde nochmals mit 5 ml Chloroform 
extrahiert und nach dem Abnehmen der Unterphase verworfen. Die Chloroform-Phasen wurden 
vereint und unter Stickstoff oder Druckluft bei etwa 30 °C auf ein Volumen von etwa 100 µl 
eingeengt. Die erhaltenen Lipidextrakte wurden bei -20 °C gelagert und über Dünnschicht- (siehe 
2.6.3) oder Gas-Chromatographie (siehe 2.6.5) analysiert. 
2.6.3 Dünnschicht-Chromatographie 
Zur Analyse der Speicherlipide wurden Dünnschicht-Chromatographien (DC) durchgeführt. In 
Abhängigkeit von den zu trennenden Substanzen wurden verschiedene Laufmittelzusammen-
setzungen des Gemisches Heptan/Diethylether/Eisessig eingesetzt (Abbildung 9). Zur Auftrennung 
der Produkte aus Wachs-Synthase Assays wurde das Verhältnis 90/20/1 eingesetzt, während 
Lipidextrakte aus Hefekulturen, die mit Fettalkoholen und/oder Fettsäuren supplementiert wurden, 
in 90/30/1 chromatographiert wurden. Wurden nur die WE analysiert, konnte auch auf das 
Verhältnis 90/7,5/1 zurückgegriffen werden.  
Zur Auftrennung von Gesamtlipid-Extrakten wurden präparative Dünnschicht-Platten 20x20 cm mit 
1,0 mm Kieselgel 60 Beschichtung (Merck, PLC-Platten 60) eingesetzt, zur Auftrennung der Assay-
Produkte wurden 20x20 cm Platten mit einer Schichtdicke von 250 µm eingesetzt (Merck, DC-Platten 
Kieselgel 60). Die Proben wurden strichförmig über 1,3 bis 2 cm Länge auf die Startmarkierung etwa 
2 cm vom unteren Ende der Platte entfernt aufgetragen. Der minimale Abstand zum Rand der 
Glasplatten betrug 1 cm. Zusätzlich zu den Proben wurden etwa 50 µg 14:0-12:0-WE und TAG aus 
Pflanzenöl als Standardsubstanzen in einer weiteren Spur aufgetragen. Diese Standards wurden zur 
Identifikation der Lipidklassen anhand der Laufstrecken benötigt. 
Die Entwicklungszeit der Platten im Laufmittelgemisch betrug 40 min. Es musste darauf geachtet 
werden, dass der Deckel des Chromatographie-Tanks möglichst gerade auflag und dass der Abzug 
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weit geöffnet war, um eine gleichmäßige Chromatographie zu ermöglichen. Vor der Auswertung der 
DC wurden die Platten horizontal unter dem geschlossenen Abzug getrocknet. 
 
Abbildung 9: Laufverhalten von Lipiden bei unterschiedlichen Verhältnissen von Heptan, Diethylether und Eisessig im 
Laufmittel.  
Die Laufzeit betrug 40 min auf Kieselgel 60 Platten, Angabe der Lösungsmittelverhältnisse in v/v/v, WE: Wachsester, TAG: 
Triacylglycerol, FS: Fettsäure, FOH: Fettalkohol. 
Zur Detektion nicht-markierter Lipide wurden die Chromatogramme mit DCF-Lösung (0,1 % (w/v) 
Dichlorofluorescein in Isopropanol) besprüht. Die Auswertung erfolgte unter UV-Licht, wobei die 
Lipide eine grünlich-gelbliche Fluoreszenz aufwiesen (Dunphy et al. 1965). Zur Kontrastverstärkung 
konnten die Platten mit A. dest besprüht werden. 
Zur Detektion der radioaktiv markierten Lipide aus den Assays wurden radiosensitive MS-Platten 
(Fujifilm MS Imaging Plate) eingesetzt. Diese wurden über Nacht auf die DC-Platten aufgelegt und 
anschließend im FLA-3000 Scanner (Fujifilm FLA-3000) ausgelesen. Einzelne Banden wurden über 
Flüssigkeitsszintillationszählung (siehe 2.6.7) analysiert und als Standardmengen für die weitere 
Auswertung mithilfe der AIDA Software eingesetzt. 
2.6.4 Gaschromatographie 
Es wurde das GC-System HP6890 von Agilent eingesetzt. Als Trägergas wurde Stickstoff 5.0 
(99,99999 % Reinheit) eingesetzt. Die Injektion erfolgte über den splitless mode, wobei die gesamte 
Probe auf die Säule aufgebracht wird. Die Detektion der Proben erfolgte über einen Flammen-
Ionisations-Detektor (FID), der die quantitative Auswertung der Analyten ermöglicht und die 
aufgetrennten Analyten hinter der Säule in einer Knallgasreaktion verdampft. Die dabei 
freiwerdenden Kohlenstoffverbindungen verändern die Spannung zwischen der Anode und Kathode 
des Detektors und werden in ein Signal umgewandelt. Um eine höhere Standardisierung zu erreichen 
verfügt der Gaschromatograph über einen 8-fachen Autoinjektor. Bei den verwendeten Säulen 
handelt es sich um Fused Silica Kapillarsäulen. 
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Abbildung 10: Stationäre Phasen der verwendeten GC-Säulen. 
Zur Analyse von intakten Wachsmonoestern und gesättigten und einfach-ungesättigten FAME und 
Fettalkoholen wurde eine Säule mit einer unpolaren Trennphase verwendet, hier wurde die 
Optima 5MS (Macherey & Nagel) eingesetzt. Diese verfügte über eine Beschichtung mit 5 % 
Diphenyl- und 95 % Dimethylpolysiloxan (Abbildung 10) bei einer Filmdicke von 0,25 µm. Die Säule 
war 30 m lang und hatte einen Außendurchmesser von 0,4 mm. Die maximale Temperatur für 
isotherme Gradienten lag bei 340 °C, kurzfristig tolerierte die Beschichtung auch 360 °C. Der Druck im 
Inlet und auf der Säule lag bei 1 bar, die Fließgeschwindigkeit bei 1 ml/min. Das Temperaturprofil 
Waxester (Abbildung 11) wurde für die Analyse intakter WE verwendet, OptimaFS (Abbildung 11) für 
die Analyse von FAME und Fettalkoholen. 
 
Abbildung 11: Eingesetzte GC-Temperaturprofile mit der Optima 5MS-Säule. 
Die Analyse von FAME und freien Fettalkoholen konnte auch auf der Optima225 Säule (Macherey & 
Nagel) erfolgen. Diese verfügte über eine 0,25 µm dicke polare Trennphase aus 50 % 
Cyanopropylmethyl- und 50 % Phenylmethylpolysiloxan (Abbildung 10). Die Säule besaß einen 
Außendurchmesser von 0,4 mm und eine Säulenlänge von 25 m. Die maximale isotherme 
Temperatur lag bei 260 °C, kurzfristig tolerierte die Säule auch 280 °C. Das verwendete Programm 
(Abbildung 12) wurde mit 260 °C Inlet-Temperatur betrieben. Der Druck lag hier bei 0,872 bar in 
Säule und Inlet, der Gesamtfluss lag bei 1 ml/min Gesamtfluss.  
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Abbildung 12: Eingesetztes GC-Temperaturprofil mit der Optima225-Säule. 
Die Identifikation der Substanzen erfolgte anhand der Retentionszeiten externer Standardgemische 
(Sigma Aldrich). In linearen Bereichen der Temperaturprofile ist zudem ein direkter Zusammenhang 
zwischen der Kettenlänge der Analyten und der Retentionszeit zu beobachten. Aufgrund dieser 
Linearität konnten auch Analyten identifiziert werden, für die keine Standardsubstanzen erhältlich 
waren. Dies war insbesondere bei den intakten WE der Fall. Hier konnte ausgehend von 
Myristoyldodecanoat (14:0-12:0-WE, C26) und Palmitoylpalmitat (16:0-16:0-WE, C32) eine Gerade 
erstellt werden, mit der weitere WE identifiziert werden konnten. Zusätzlich ermöglichte der 
Vergleich der intakten WE mit den transmethylierten WE Aussagen über die Zusammensetzung der 
Ketten. Zu beachten ist, dass sich die Retentionszeiten über längere Zeiträume oder auch durch den 
Umbau der Säulen veränderten und somit häufiger analysiert werden mussten. 
Die Quantifizierung der Analyten erfolgte über die Peakflächen der Chromatogramme [pA*s]. Diese 
ist proportional zur Masse des Analyten, so dass durch die Verwendung interner Standards die 
Bestimmung der absoluten Massen möglich war. Ausgehend von diesen konnten auch die 
Molmengen der Analyten bestimmt werden (siehe 2.6.7). 
2.6.5 Gaschromatographische Analyse intakter Wachsester 
Intakte WE wurden aus dem Kieselgel der Dünnschichtchromatogramme durch Erwärmen auf 40 °C 
in 3 ml Heptan und mehrmaliges Vortexen eluiert und eingeengt. Die intakten Monoester konnten im 
Gaschromatographen auf einer Optima 5MS Säule direkt analysiert werden. Das verwendete 
Temperaturprofil (Abbildung 11) ermöglichte eine weitgehende Trennung der WE in Abhängigkeit 
von ihrer Kettenlänge, Ausgleichsgeraden ermöglichten die Identifikation der Analyten (Abbildung 
13).  
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Abbildung 13: Retentionszeiten von Wachsestern in Abhängigkeit ihrer Kettenlänge.  
A zeigt das Chromatogramm eines Standards aus 14:0-12:0-WE (C26), 16:0-16:0-WE (C32) und 18:1-18:1-WE (C36:2), B 
zeigt die Ausgleichsgerade zur Analyse gesättigter WE. 
2.6.6 Gaschromatographische Analyse von FAME und Fettalkoholen 
Zur Analyse der Komponenten aus Wachsestern oder Triacylglycerolen wurden die Analyten auf dem 
Kieselgel mit methanolischer Schwefelsäure (0,5 M H2SO4 und 2 % (v/v) Dimethoxypropan in 
Methanol) für 1 h bei 80 °C inkubiert. Bei dieser Estersynthese nach Fischer (Fischer und Speier 1895) 
wurden die Esterbindungen zwischen den Fettsäureresten und den Fettalkoholen der WE (Abbildung 
15) beziehungsweise den Glycerol-Resten der TAG (Abbildung 14) gespalten und zwischen den 
Fettsäureresten und dem im Überschuss vorliegenden Methanol neu geschlossen. Zur 
Quantifizierung wurden den Veresterungsansätzen interne Standardsubstanzen zugegeben, die 
ansonsten in den Proben nicht vorkamen. Dazu wurden je nach Supplementierung der analysierten 
Kulturen entweder kurzkettige Fettsäuren wie Dodecansäure (12:0-FS) oder langkettige Fettsäuren 
wie Docosaensäure (22:1-FS)-Fettsäure eingesetzt. Auch diese wurden bei der Esthersynthese in die 
entsprechenden Methylester überführt. 
 
Abbildung 14: Darstellung von FAME aus Triacylglycerolen nach Fischer.  
Schwefelsäure und Hitze katalysieren die Spaltung der vorhandenen Esterbindungen in TAG und die Neubildung der 
Fettsäuremethylester aus den freigewordenen Fettsäureresten mit Methanol.  
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Abbildung 15: Darstellung freier Fettalkohole und FAME aus Wachsmonoestern nach Fischer.  
Schwefelsäure und Hitze katalysieren die Spaltung der vorhandenen Esterbindungen in den WE und die Neubildung der 
Fettsäuremethylester aus den freigewordenen Fettsäureresten mit Methanol.  
Die erhaltenen FAME und die freien Fettalkohole wurden anschließend mit 3 ml Heptan aus den 
Ansätzen extrahiert, Glycerol verblieb dabei in der wässrigen Phase. Die Heptan-Phase wurde mit 
1 ml 0,9 % NaCl-Lösung gewaschen, unter Stickstoff auf ein Volumen von 50 bis 100 µl Heptan 
eingeengt und in GC-Vials mit Inlets überführt. Die weitere Analyse erfolgte gaschromatographisch 
(siehe 2.6.4).  
 
Abbildung 16: Abhängigkeit der Retentionszeit von der Kettenlänge gesättigter und ungesättigter Analyten.  
A zeigt das GC-Chromatogramm mit Standardsubstanzen im Programm Opti225 auf der Optima225 Säule, B zeigt die 
entsprechenden Ausgleichsgeraden, welche zur Analyse der Analyten eingesetzt wurden. (1) 12:0-OH, (2) 14:0-ME, (3) 
14:1-ME, (4) 14:0-OH, (5) 16:0-ME, (6) 16:1-ME, (7) 16:0-OH, (8) 17:0-OH, (9) 18:0-ME, (10) 18:1-ME, (11) 18:0-OH, (12) 
20:1-ME, (13) 22:1-ME. 
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Die Verwendung von Referenz-Gemischen aus verschiedenen FAME und Fettalkoholen (Abbildung 
16A) ermöglichte die direkte Identifizierung der meisten Analyten, durch den Einsatz von 
Ausgleichsgeraden konnten verbliebene Peaks identifiziert werden (Abbildung 16B). 
2.6.7 Quantifizierung von Analyten im GC 
Die Quantifizierung von Analyten im Gaschromatographen erfolgte über die Verwendung interner 
Standard-Substanzen (IS). Dazu wurden vor der Veresterung Fettsäuren (12:0-, 20:1- oder 22:1-FS) 
zugegeben, welche in den Proben selbst nicht vorkamen. Die Menge dieser internen Standard-
Substanzen lag zwischen 70 und 100 µg pro Probe. Zu beachten ist, dass die als Standard 
verwendeten Fettsäuren bei der Veresterung ebenfalls in FAME umgewandelt wurden und daher mit 
anderen Molekulargewichten und folglich anderen Massen gerechnet werden musste. Das Prinzip 
der Quantifizierung beruht auf dem weitgehend linearen Anstieg der Leitfähigkeit im 
Flammenionisationsdetektor (FID) mit steigender Probenmenge.  
Nach der Integration der Chromatogramme mit der Software HPChemstation konnten die Massen 
über die Peakflächen berechnet werden (Formel 4).  
             )  
                  )           )
              )
 
Formel 4: Berechnung von Analytenmassen in Chromatogrammen über interne Standards (IS). 
Die Masse des Analyten [µg] berechnet sich aus dem Produkt des Quotienten der Peakfläche des Analyten und des IS 
[pA*s] und der Masse des IS [µg].  
Wenn die Analyten über die Retentionszeiten identifiziert werden konnten, konnten die Stoffmengen 
n über die Molekulargewichte M errechnet  werden (Formel 5). 
             
      
                 
 
Formel 5: Berechnung von Stoffmengen n [mol] aus der Masse m [g] und dem Molekulargewicht [g/mol]. 
2.6.8 Analyse von Bürzeldrüsen-Extrakten 
Zur Analyse der Bürzeldrüsen-Extrakte wurden die gefrorenen Bürzeldrüsen aufgeschnitten und die 
Sekrete aus den Ventrikeln der Bürzeldrüse entfernt. Diese wurden mit 3,75 ml 
Chloroform/Methanol (1/2, v/v), 1,25 ml Chloroform und 1,25 ml 0,9 % NaCl-Lösung extrahiert (siehe 
2.6.2) und anschließend in Chloroform/Methanol (2/1 v/v) aufgenommen. 
50 µl der Bürzeldrüsen-Extrakte wurden auf Kieselgelplatten (PLC-Platten, 0,5 mm Schichtdicke, Silica 
Gel 60, Merck) im Laufmittel Heptan/Diethylether/Eisessig (90/20/1 v/v/v) chromatographiert und 
mit Dichlorofluorescein sichtbar gemacht. Die WE-Banden wurden abgekratzt und weiter analysiert. 
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Dies geschah zuerst über die Ester-Synthese nach Fischer, bei der die Fettalkoholreste freigesetzt und 
die Fettsäurereste in Fettsäure-Methylester (FAME) überführt als Gemisch untersucht wurden. 
Zudem wurden die Lipide alkalisch verseift (Miwa 1971), wodurch die Fettsäure- und 
Fettalkoholreste getrennt werden konnten (siehe 2.6.9). Die Analyse erfolgte ebenfalls über Gas-
Chromatographie, nach dem weiteren Umsatz der Fettsäuren zu FAME. 
Zur Identifizierung der Fettalkohole wurden diese mit BSTFA in ihre Silyl-Derivate überführt. Dazu 
wurden 100 µl der FAME-Alkohol-Gemische oder der isolierten Fettalkohole auf 50 µl eingeengt und 
mit 50 µl BSTFA 1 h bei 70 °C inkubiert. Nach dem Trocknen wurden die Analyten in 100 µl Heptan 
aufgenommen und erneut mittels GC analysiert. 
2.6.9 Isolation verzweigter Fettsäuren aus den Bürzeldrüsen-Wachsestern der Gans 
Die Wachsester wurden zunächst aus dem Bürzeldrüsen-Extrakt mittels präparativer Dünnschicht-
Chromatographie auf PLC-Platten (0,5 mm Schichtdicke, Silica Gel 60, Merck) im Laufmittelsystem 
Heptan/Diethylether/Eisessig (90:7,5:1) isoliert. Die WE, welche als weißliche Bande auf den Platten 
erkennbar waren, wurden abgekratzt und in Schraubdeckelröhrchen überführt. Zur Isolation der 
freien Fettsäuren wurden die Ansätze alkalisch verseift (Miwa 1971). Dazu wurde das Kieselgel mit 
0,5 ml A. dest und 5 ml 1 M KOH in Ethanol für 5 h auf 100 °C erhitzt und mehrfach gevortext, um 
eine möglichst vollständige Reaktion zu erhalten. Die Fettsäuren lagen nun als K-Salze und die 
Fettalkohole in ihrer freien Form vor. Nach der Verseifung wurden die Fettalkohole (FOH) mit Heptan 
unter leichtem Erwärmen isoliert, dazu wurden zunächst zweimal 10 ml Heptan für mehrere Minuten 
gevortext und abgenommen. Ein dritter Extraktionsschritt erfolgte über Nacht durch Schütteln auf 
dem Horizontalschüttler bei RT, um die Fettalkohole möglichst vollständig zu entfernen. Die 
vereinten Heptan-Phasen wurden mit 0,9 % NaCl-Lösung gewaschen, um die Fettsäuresalze zu 
reextrahieren. Diese Waschphase wurde mit dem Verseifungsansatz vereint. Die FOH-haltige Heptan-
Phase konnte eingeengt und gaschromatographisch analysiert werden.  
Um freie Fettsäuren zu erhalten, wurde die wässrige Phase mit HCl auf einen pH-Wert unter 3 
angesäuert, die Absenkung des pH-Wertes wurde mit pH-Papier überprüft. Die freien Fettsäuren 
wurden nun 3 mal mit 10 ml Heptan isoliert und die Phasen wurden anschließend mit 0,9 % NaCl-
Lösung gewaschen und durch Zugabe von Natriumsulfat getrocknet. Die wasserfreie Heptan-Phase 
wurde am Rotationsverdampfer eingeengt. 
Zur Analyse der Phasen-Reinheit wurden Anteile der Phasen verestert und mittels GC analysiert. Die 
Konzentration der Fettsäuren wurde mittels eines internen Standards bei der Analyse ermittelt. 
Anschließend wurden die Fettsäuren zur Herstellung von CoA-Thioestern eingesetzt (siehe 2.8.1). 
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2.7 Proteinchemische Methoden 
2.7.1 Proteingehaltsbestimmung nach Bradford 
Zur Proteingehaltsbestimmung (Bradford 1976) wird die Eigenschaft von Coomassie G250 genutzt, 
Proteine quantitativ zu binden. Dabei verändert sich das Absorptionsspektrum, so dass in einem 
Bereich von 1 mg/ml bis 10 mg/ml eine lineare Extinktionszunahme zu beobachten ist. Zur 
Bestimmung der Proteinkonzentration wurden daher zunächst Eichreihen mit 2, 4, 6 und 8 µg 
bovinem Serumalbumin (BSA) in Doppelansätzen angefertigt. Aus der Steigung der ermittelten 
Ausgleichsgeraden ließen sich dann über die Absorptionen der Proben die Proteingehalte berechnen.  
Die Proteinlösungen wurden zunächst nach Bedarf in A. dest verdünnt. Anschließend wurden wenige 
Mikroliter der Proteinlösung in 1 ml Bradford-Reagenz (Tabelle 29) aufgenommen, durch invertieren 
vermischt und 7 min bei RT inkubiert. Die Absorptionsänderung wurde im Photometer bei 595 nm 
gegen Bradford-Reagenz ohne Protein gemessen.  
Tabelle 29: Zusammensetzung von Bradford-Reagenz zur Proteingehaltsbestimmung. 
Komponente Konzentration 
Serva Blau G250 (Coomassie) 0,01 % (w/v) 
Ethanol 5 % (v/v) 
85 % Phosphorsäure 10 % (v/v) 
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2.8 Chemische Synthesen 
2.8.1 Chemische Synthese von Acyl-CoA-Thioestern 
Die Herstellung von Acyl-CoA-Thioestern erfolgte nach einem von Professor Sten Stymne (SLU Alnarp, 
Schweden) optimierten Protokoll nach Sanchez et al. (Sanchez et al. 1973).  
4 bis 36 µmol der Fettsäuren wurden für die Synthese der Thioester eingesetzt, wobei die Ausbeute 
mit steigender Einsatzmenge zunahm. Während der Synthese der Anhydride musste unter 
wasserfreien Bedingungen gearbeitet werden, da Wasser die Aktivierung der Fettsäuren verhindert. 
Daher musste schnell gearbeitet werden und nach jeder Stoffzugabe mussten die Ansätze mit 
Stickstoff überschichtet werden, um das Eindringen feuchter Raumluft zu verhindern. 
Die Röhrchen wurden zunächst mit Ethanol gewaschen und bei 80 bis 120 °C getrocknet. 
Anschließend wurden sie direkt verschlossen, um das Eindringen von feuchter Luft zu verhindern. 
Nun wurde die Fettsäure in das Röhrchen überführt und unter einem Stickstoffstrom getrocknet. 
Langkettige Fettsäuren konnten bei 60 °C im Sandbad getrocknet werden, während flüchtigere 
kurzkettige oder verzweigte Fettsäuren bei RT getrocknet wurden. Die Fettsäuren wurden nun 2 Mal 
mit 300 µl Benzol gewaschen und getrocknet, anschließend wurden sie in 500 µl Dichlormethan 
aufgenommen, mit 5 µl Triethylamine versetzt und mit N2 überschichtet. Die Ansätze wurden 
vorsichtig gevortext und anschließend im Dunkeln für 30 min bei RT inkubiert. Nun wurden die 
Ansätze auf Eis gekühlt und 5 µl Ethylchlorformiat zugegeben. Die Ansätze wurden erneut mit 
Stickstoff überschichtet und dicht verschlossen für 90 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurde das 
Lösungsmittel getrocknet und die Fettsäureanhydride wurden durch Vortexen oder Ultraschall-
Behandlung in 1,5 ml Tetrahydrofuran (THF) gelöst. Die Ansätze wurden 5 min bei 1.000 x g bei RT in 
einer Tischzentrifuge zentrifugiert und der Überstand wurde sofort in ein neues Gefäß dekantiert. 
Dabei musste darauf geachtet werden, das Präzipitat nicht mit zu überführen. Das Präzipitat wurde 
erneut mit 1 ml THF extrahiert und die Überstände wurden vereint. Anschließend wurde das 
Lösungsmittel getrocknet und das extrahierte Anhydrid wurde in 300 µl THF aufgenommen und auf 
Eis gelagert. 
20 mg CoA-Lithium-Salz wurden in eiskaltem 1 M KHCO3 gelöst und vollständig zu dem gemischten 
Anhydrid gegeben. Die Ansätze wurde mit Stickstoff überschichtet und mit einem Magnetrührer bei 
maximaler Geschwindigkeit im Dunkeln bei RT für 90 min inkubiert. Anschließend wurde das THF 
durch mindestens 10 minütiges Trocknen unter einem N2-Strom entfernt. Die Acyl-CoA-Thioester 
wurden durch Zugabe von HCl präzipitiert und sedimentiert (4 min bei 1.000 x g). Der Überstand 
wurde verworfen und das Präzipitat wurde 2 Mal mit 0,1 M HCl gewaschen, um freies Coenzym A zu 
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entfernen. Das Pellet wurde getrocknet und 3 Mal mit je 2 ml Diethylether gewaschen, um freie 
Fettsäuren zu entfernen, der Überstand wurde verworfen. Der verbliebene Acyl-CoA-Thioester 
wurde getrocknet und in Millipore-Wasser aufgenommen. Um die Löslichkeit zu verbessern, konnte 
ein Tropfen 1 M KHCO3 zugegeben werden. Der Thioester wurde bei -80 °C gelagert. 
Zur Konzentrationsbestimmung wurde ein Anteil mit methanolischer Schwefelsäure unter 
Verwendung eines internen Standards umgesetzt und im GC analysiert. 
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3 Ergebnisse und Diskussion 
Die folgenden Abschnitte erläutern die Identifizierung, Klonierung und Analyse verschiedener 
potentieller Wachs-Synthasen aus Vögeln und Tetrahymena. 
3.1 Identifizierung neuer putativer Wachs-Synthasen 
Zur Identifizierung neuer Wachs-Synthasen wurden Homologie-basierte Sequenzanalysen auf 
Proteinebene mittels BLASTp (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al. 1990; Altschul et al. 
1997; Altschul et al. 2005) durchgeführt. Als Suchanfrage wurden verschiedene, bereits beschriebene 
Proteinsequenzen mit nachgewiesener Wachs-Synthase Aktivität eingesetzt (für NCBI-
Zugangsnummer siehe Tabelle 33, Seite 157), wie beispielsweise die humanen und murinen AWAT1-
und AWAT2-Sequenzen (Cheng und Russell 2004; Turkish et al. 2005; Yen et al. 2005), die humane 
DGAT1-Sequenz (Cases et al. 1998), die pflanzlichen Wachs-Synthasen aus Jojoba (Lassner et al. 1999; 
Lardizabal et al. 2000) und der Petunie (King et al. 2007), und die bifunktionale WS/DGAT aus 
Acinetobacter (Kalscheuer und Steinbüchel 2003). Auch die einzige weitere Protozoa-WS-Sequenz 
aus Euglena gracilis, welche Ähnlichkeit zur Jojoba-WS-Sequenz besitzt (Teerawanichpan und Qiu 
2010), wurde zur Identifikation weiterer Sequenzen herangezogen.  
Das Genom von Tetrahymena thermophila wurde 2006 sequenziert und zusammengesetzt (Eisen et 
al. 2006; Stover et al. 2006) und konnte daher zur Identifikation neuer WS-Sequenzen herangezogen 
werden. Sequenzinformationen von Vögeln lagen nur für das Haushuhn Gallus gallus domesticus vor, 
welches seit 2004 sequenziert und annotiert ist (International Chicken Genome Sequencing 
Consortium 2004; International Chicken Polymorphism Map Consortium 2004). Da keine 
Sequenzinformationen über die Gans oder Schleiereule verfügbar waren, wurden diese Analysen mit 
Tetrahymena und dem Haushuhn durchgeführt.  
Die BLAST-Suche mit den Proteinsequenzen der bakteriellen oder pflanzlichen WS oder der Sequenz 
aus Euglena konnte keine verwandten Proteine in Gallus oder Tetrahymena identifizieren.  
Die Suche mit der humanen DGAT1 ergab eine ähnliche Sequenz aus Gallus gallus, welche als Soat1-
prov Protein annotiert wurde. Dabei handelt es sich um eine putative Sterol-O-
Acyltransferase/Diacylglycerol-O-Acyltransferase (XP_4222672.2), welche an der Biosynthese von 
Sterylestern und Triacylglycerolen beteiligt sein könnte. Des Weiteren wurden einige ähnliche 
Sequenzen aus Tetrahymena identifiziert, die zu der Familie der membrangebundenen O-
Acyltransferasen (MBOAT) gehören (XP_001014621.2 und XP_001031224.1) (Tabelle 30). 
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Die Suche mit Proteinen aus der DGAT2 Familie zeigte verschiedene Proteinen aus beiden 
Organismen auf, welche Ähnlichkeiten mit den gesuchten DGAT2-Proteinen besaßen. In 
Tetrahymena wurden so sieben Proteine mit höheren Übereinstimmungen identifiziert, von denen 
vier in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden (XP_0010278910, XP_001026090, XP_00108104 
und XP_001019739). Diese Sequenzen sind aufgrund von Ähnlichkeiten zu vorhandenen 
Acyltransferasen als Proteine der Diacylglycerol Acyltransferase Familie (EC 2.3.1.20) annotiert.  
Tabelle 30: Ergebnis der Homologie-basierten Suche nach neuen putativen Wachs-Synthasen.  
Die Tabelle zeigt die resultierenden Sequenzen der BLASTp-Analysen mit HsDGAT1 und Proteinen der humanen DGAT2-
Familie aus den Proteomen von G. gallus und T. thermophila. Die zur Suche eingesetzten Proteine der DGAT2-Familie 
umfassen HsAWAT1 (NP_001013597.1), HsAWAT2 (NP_001002254.1) und HsDGAT2 (NP_115953.2). Die im Weiteren 
verwendete Nomenklatur der untersuchten Sequenzen ist in Klammern hinter der NCBI Datenbank Zugangsnummer 
dargestellt. (Die Sequenz von GgWS3 wurde kürzlich ersetzt durch den vollständigen Leserahmen XP_419374.3.) 
Suchanfrage 
Erhaltene Sequenzen aus 
G. gallus 
Erhaltene Sequenzen aus 
T. thermophila 
Humane DGAT1 
(NP_036211.2) 
XP_422672.2 (GgDGAT1) XP_001014621.2, XP_001031224.1 
humane DGAT2 
Familien Proteine 
XP_424082.2 (GgWS1) 
XP_426251.2 (GgWS2) 
XP_419374.2 (GgWS3) 
XP_419207.1 (GgWS4) 
NP_001026192.1 (GgWS5) 
XP_001027910 (TtWS1) 
XP_001026090 (TtWS2) 
XP_001008104 (TtWS3) 
XP_001019739 (TtWS4) 
XP_001027911  
XP_001021857 
XP_001024562 
 
Aus dem Huhn konnten fünf Sequenzen identifiziert werden (Tabelle 30), welche Ähnlichkeiten zu 
den DGAT2-Proteinen besaßen. GgWS1 ist durch Vorhersagemodelle als MOGAT2-ähnliches Protein 
annotiert, während GgWS2 und GgWS4 als hypothetische Proteine bei NCBI hinterlegt sind. GgWS5 
ist aufgrund hoher Homologien als Transmembranprotein 68 (TMEM68) annotiert. GgWS3 beschreibt 
eine partielle Proteinsequenz, die erst zum Abschluss dieser Arbeit durch ein vollständiges Protein 
ersetzt wurde.  
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3.2 Klonierung putativer Wachs-Synthasen 
Da sich Sequenzen aus Tetrahymena aufgrund der unterschiedlichen Codon-Nutzung schlecht in 
anderen Organismen exprimieren lassen, wurden entsprechende Sequenzen mit einer Codon-
Optimierung für die Expression in Brassica napus synthetisch erzeugt (GeneArt). Die Sequenzen 
wurden in Gateway®-kompatiblen Vektoren erhalten (pDONR221) und mussten nur noch in die 
jeweiligen Zielvektoren kloniert werden.  
Für die Klonierung der Huhn-Sequenzen wurde zunächst RNA aus den Bürzeldrüsen des Huhns 
isoliert. Dazu wurden zwei verschiedene Protokolle eingesetzt, wobei die Methode nach Kolattukudy 
et al. anfangs eingesetzt wurde, weil sie bereits für die Isolation von RNA aus Bürzeldrüsen 
erfolgreich eingesetzt worden war (Kolattukudy et al. 1985). Aufgrund des hohen Zeitaufwandes und 
der geringen Ausbeute wurde sie bei folgenden RNA-Präparationen durch die schnellere TRIzol®-
Methode ersetzt. Die Integrität der RNA wurde über Agarose-Gelelektrophorese überprüft, wobei 
drei Banden sichtbar wurden, welche die 5 S, 5,8 S, 18 S und 28 S rRNA darstellen (Abbildung 17). Die 
grobe Abschätzung der RNA-Konzentration erfolgte über den optischen Vergleich mit der Intensität 
der Marker-Banden und diente nur dazu, die Einsatzmenge für die mRNA-Präparationen zu 
bestimmen. Die Konzentrationsbestimmung für die cDNA-Synthesen und die Analyse der 
Expressionsmuster erfolgte photometrisch bei einer Wellenlänge von 260 nm. 
 
Abbildung 17: Integritätsüberprüfung von RNA aus verschiedenen Geweben von G.  gallus. 
Aufgetragen wurden verschiedene Volumina RNA-Lösung, die mit der TRIzol®-Methode aus Brustmuskelgewebe 
(Muskel), Leber, Bürzeldrüse und Haut isoliert wurden. Die RNA wurde in denaturierendem Puffer verdünnt und in 1 % 
TAE-Agarose aufgetrennt, als Marker wurde der 100 bp Plus Ladder verwendet. Die drei Banden bestehen aus den 
ribosomalen RNA-Molekülen, der 28 S, 18 S, 5,8 S und 5 S rRNA. 
Die mRNA wurde mit Dynabeads® oder Oligo-(dT)-Cellulose gereinigt, wobei die Beads sich 
insbesondere für kleinere RNA-Mengen eigneten, während Cellulose für größere Mengen verwendet 
wurde, allerdings etwas mehr Zeit für die Aufarbeitung beanspruchte. 
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Die cDNA-Synthese erfolgte mithilfe spezifischer Primer ausgehend von Gesamt-RNA oder mRNA 
entweder mit dem OneStep Kit oder durch sequentielle RT-PCR und Amplifikation. Aufgrund 
teilweise geringer Ausbeuten wurden diese Produkte durch Gelextraktion gereinigt und erneut 
amplifiziert. Die so erhaltenen DNA-Fragmente wurden über TOPO-Klonierung in Gateway®-Vektoren 
kloniert (pENTRTM/SD/D-TOPO®) und zunächst durch Sequenzierung der Inserts verifiziert. 
Anschließend wurden die Inserts über LR-Klonierung in die jeweiligen Zielvektoren integriert (pYES-
DEST52, pAG425GAL-ccdB oder pAG426GAL-ccdB-EGFP) und durch Elektroporation in die jeweiligen 
Hefestämme transformiert.  
Auf die Klonierung von GgWS3 (XM_419374.2) wurde verzichtet, da es sich hierbei lediglich um eine 
Partialsequenz handelte. 
Da keine Sequenzinformationen für die Gans und die Schleiereule vorlagen, wurde versucht, die 
entsprechenden Sequenzen mithilfe der für das Huhn verwendeten Primer zu klonieren. Für GgWS4 
und GgWS5 konnten Homologe aus beiden Organismen kloniert werden, die folglich AdWS4 und 
AdWS5 (aus der Gans Anser anser domesticus) und TaWS4 und TaWS5 (aus der Schleiereule Tyto 
alba) genannt wurden. Die Amplifikation von Homologen zu GgWS1 und GgWS2 scheiterte auch 
unter Verwendung degenerierter oder verkürzter Oligonukleotide und verschiedenen RT-PCR- und 
PCR-Konditionen. 
Alle klonierten Sequenzen wurden mit den zur Verfügung stehenden Sequenzen aus den 
Datenbanken von NCBI und ENSEMBL verglichen, um die Identitäten der Sequenzen abzusichern. 
Häufig konnten dabei Abweichungen festgestellt werden. Sofern diese in mehreren Klonen auftraten, 
wurde davon ausgegangen, dass es sich hierbei um natürliche Mutationen handelte und diese 
Änderungen auch tatsächlich in der Template-mRNA vorhanden waren. Konnte die Mutation 
hingegen nur in einem von mehreren Klonen nachgewiesen werden, wurde sie als Fehler bei der 
Amplifikation gewertet und der betreffende Klon wurde verworfen. In einigen Sequenzen waren 
zudem Unterschiede in größeren Sequenzbereichen vorhanden. Sofern diese in allen Klonen 
vorhanden waren, wurde davon ausgegangen, dass die Computer-generierten mRNA-Sequenzen in 
den betreffenden Bereichen fehlerhaft vorhergesagt waren und die Sequenzen auf anderen Intron-
Exon-Strukturen beruhten. 
3.2.1 Klonierung von GgDGAT1 
GgDGAT1 konnte mit den Oligonukleotiden For-GgDGAT1 und Rev-GgDGAT1 ausgehend von Gesamt-
RNA kloniert werden. Abbildung 18 zeigt die aus der cDNA amplifizierten PCR-Produkte mit den 
entsprechenden Kontrollen. Dabei fällt auf, dass auch in dem Ansatz ohne Reverse Transkriptase ein 
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Fragment der entsprechenden Größe, sowie verschiedene kleinere Fragmente amplifiziert werden 
konnten, was auf Verunreinigungen mit genomischer DNA hinweist. Der Ansatz mit Enzym zeigt 
neben einem Fragment der erwarteten Größe ein kleineres Produkt (etwa 600 bp), welches nicht 
identifiziert wurde. Das 1,7 kb große Fragment wurde aus dem Gel isoliert, gereinigt und kloniert.  
Die Sequenzierung des klonierten Leserahmens (JQ031642) ergab verschiedene Abweichungen von 
den annotierten Sequenzen in den biologischen Datenbanken (Abbildung 74, Seite 153) und 
entspricht zu 89 % XM_422267.2 (NCBI) und zu 88 % ENSGALT00000006691 (ENSEMBL), den cDNA-
Sequenzen der Datenbanken. Auffallend ist in dem Alignment (Abbildung 74, siehe Seite 153), dass 
die ENSEMBL-Sequenz ein downstream liegendes Start-Codon für die Translationsinitiation angibt. 
Da der verwendete 5´-forward Primer For-GgDGAT1 nur in der mRNA-Sequenz von NCBI binden kann, 
ist die Annotierung des Leserahmens und der 5´-untranslatierten Region (UTR) in ENSEMBL falsch. Im 
zentralen Bereich der Sequenz (Exons 6 bis 8) sind große Abweichungen vorhanden, die vermutlich 
auf der fehlerhaften Annotierung der Intron-Exon-Struktur beruhen. In diesem Bereich entsprechen 
beide Vorhersage-Modelle nicht der klonierten Sequenz. Die Intron 6-7 Sequenz, welche in ENSEMBL 
veröffentlicht ist, enthält viele nicht identifizierte Nukleotide, was eventuell zu der fehlerhaften 
Annotierung geführt hat. Des Weiteren sind einige konservative Substitutionen vorhanden, die 
jedoch keinen Einfluss auf die Aminosäuresequenz haben und vermutlich auf individuellen 
Unterschieden im Genom der Spenderorganismen beruhen. 
 
Abbildung 18: Amplifikation von GgDGAT aus Gesamt-RNA von G. gallus.  
Amplifikation der GgDGAT1-cDNA mit den Primern For-GgDGAT1 und Rev-GgDGAT1. Die Abbildung zeigt die 
Negativkontrolle der PCR ohne Template (N), die Kontrolle ohne Reverse Transkriptase (-) und den Amplifikationsansatz 
(+), aus dem das entsprechend markierte 1,5 kb Fragment isoliert wurde. Als Marker wurde der 1 kb DNA Ladder 
verwendet. 
Auf Proteinebene ist die klonierte Sequenz zu 89 % mit der von NCBI vorgegebenen Sequenz 
(XP_422267.2) und zu 86 % mit der bei ENSEMBL annotierten Sequenz (ENSGALT00000006691) 
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identisch. Deutlich wird hierbei, dass die Verwendung verschiedener Start-Codons zu 
unterschiedlichen N-Termini führt. Zudem sind Abweichungen im zentralen Bereich des Proteins 
vorhanden (Abbildung 19), welche auf den abweichenden Intron-Exon-Vorhersagen beruhen, so dass 
die klonierte Sequenz ein mit 551 AS längeres Protein kodiert als die Vorhersagemodelle vorschlagen 
(496 AS, bzw. 517 AS). 
Interessant ist weiterhin, dass das Protein, welches durch die klonierte Sequenz kodiert wird, 98 % 
Identität mit einer kürzlich annotierten Proteinsequenz aus dem Truthahn Meleagris gallopavo 
(XP_003208594) aufweist, bei dem es sich wahrscheinlich um ein Homolog des Gallus-Proteins 
handelt.  
 
Abbildung 19: Alignment von GgDGAT-Aminosäuresequenzen.  
Alignment der klonierten GgDGAT1-Proteinsequenz mit den entsprechenden Datenbanksequenzen von NCBI 
(XP_422267.2) und ENSEMBL (ENSGALT00000006691). Die Zahlen geben die Anzahl der Aminosäuren (AS) an, grau 
hinterlegte Bereiche zeigen Abweichungen der AS-Sequenzen. Das Alignment wurde mit ClustalX und GeneDoc erstellt. 
3.2.2 Klonierung von GgWS1 
Für die Klonierung von GgWS1 wurden verschiedene Ansätze genutzt. Die Amplifikation mit 
spezifischen Primern (For-GgWS1_1 und Rev-GgWS1_1) gelang nicht, die Amplifikation mit 
verkürzten Primern (For-GgWS1_2, Rev-GgWS1_2) und niedrigen Annealing-Temperaturen (52 °C) 
führte zur Bildung verschiedener Fragmente aus mRNA und genomischer DNA (Abbildung 20A). Aus 
dem Gelbereich um 1 kb wurde DNA isoliert und als Template in einer weiteren PCR mit For-
GgWS1_1 eingesetzt, da dieser Primer die TOPO-Klonierung ermöglichte, allerdings konnten dabei 
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keine Produkte amplifiziert werden (Abbildung 20B). Da die Klonierung des vollständigen 
Leserahmens nicht möglich war, wurde diese Sequenz synthetisch hergestellt (GeneArt). Dabei 
wurde die Codon-Nutzung für zukünftige Versuche an die Expression in Brassica napus angepasst. 
Der Grund für die schlechte Amplifikation der WS1 Sequenzen ist nicht bekannt. Da die vorhandenen 
Sequenzinformationen auf Annotierungen beruhen und nicht auf cDNA Sequenzierungen, könnten 
fehlerhafte Informationen über den WS1-Leserahmen vorliegen. Daher ist es möglich, dass die 
abgeleiteten Primer nicht an die tatsächlich vorhandene mRNA binden konnten und somit die 
Produktamplifikation unterblieb. Dies wird unterstützt durch die erfolgreiche Amplifikation partieller 
Sequenzen mit genspezifischen Primern (siehe 3.4). 
 
Abbildung 20: Amplifikation von WS1 ausgehend von mRNA von G. gallus, A. domesticus und T. alba. 
Amplifikation von WS1-cDNA aus mRNA von Bürzeldrüsen aus Vögeln mit For-GgWS1_2 und Rev-GgWS1_2, Ansätze mit 
(+) und ohne (-) Reverser Transkriptase wurden durchgeführt als Kontrolle auf Kontaminationen mit genomischer DNA 
(A), DNA aus Gelfragmenten mit einer Größe von etwa 1 kb wurden gereinigt und als Template einer weiteren PCR mit 
For-GgWS1_1 und Rev-GgWS1_2 eingesetzt, die allerdings nicht zur Amplifikation von WS1 führte (B). Als Marker (M) 
wurde der 1 kb DNA Ladder verwendet. 
3.2.3 Klonierung von GgWS2 
Für die Klonierung von GgWS2 wurde mRNA präpariert und cDNA mit Rev-GgWS2 synthetisiert und 
mittels Touchdown-PCR und den Primern For-GgWS2 und Rev-GgWS2 amplifiziert. Das Produkt 
dieser PCR wurde gelelektrophoretisch gereinigt, erneut amplifiziert und das 1,1 kb Fragment 
(Abbildung 21) wurde kloniert. 
Die Sequenzierung der klonierten Leserahmen ermöglichte den Vergleich mit Datenbank-Sequenzen 
(Abbildung 76, Seite 155). Hierbei wird deutlich, dass die klonierte Sequenz (JQ031644) insbesondere 
im 3´-terminalen Bereich von den Modellen abweicht. In diesem Bereich ist ein weiteres Intron 
vorhanden, welches hinter dem Nukleotid G1047 beginnt und 36 Basen umfasst und in beiden 
Annotierungen fehlt. Da der reverse Klonierungsprimer nur die letzten 20 Nukleotide umfasst, hätte 
er an die von ENSEMBL vorhergesagte mRNA-Sequenz nicht binden können, die somit nicht korrekt 
sein kann. Der Leserahmen verfügt nun über 1068 bp und unterscheidet sich damit von den 
Datenbank-Sequenzen (1125 bp, 1086 bp). 
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Abbildung 21: Amplifikation von GgWS2 ausgehend von mRNA aus G. gallus Bürzeldrüsen. 
Die Amplifikation erfolgte mit For-GgWS2 und Rev-GgWS2 durch zwei aufeinanderfolgende PCR-Reaktionen, (+) zeigt das 
amplifizierte DNA-Fragment von etwa 1,1 kb Größe, (N) zeigt die entsprechende Negativkontrolle der PCR ohne 
Template. Als Marker (M) wurde der 1 kb DNA Ladder eingesetzt. 
Zusätzlich zu diesen Unterschieden befinden sich einige Nukleotid-Substitutionen in der klonierten 
cDNA. Hier wurden G193A, T426C, C438T, C447T und C702T nachgewiesen. Diese Substitutionen 
waren in verschiedenen Klonen vorhanden, daher handelt es sich vermutlich um individuelle 
Unterschiede in den Genomen der Spenderorganismen. Die Möglichkeit, dass es sich um Fehler bei 
der Amplifikation handelt, ist jedoch nicht vollständig ausgeschlossen, da insbesondere Fehler in 
frühen PCR-Zyklen eine hohe Anzahl fehlerhafter PCR-Produkte bedingen könnten. 
Die Analyse der translatierten Leserahmen ergab, dass die einzelnen Nukleotidsubstitutionen bis auf 
den konservativen G193A Austausch, der zur Substitution V65I führt, keine Unterschiede auf 
Proteinebene erzeugten. Ausgehend von der fehlerhaften Annotierung des Exons 8 unterscheiden 
sich die Proteinsequenzen in den C-terminalen 25 AS, so dass GgWS2 mit einer Länge von 362 AS von 
den Vorhersagen abweicht (Abbildung 22).  
 
Abbildung 22: Alignment der klonierten GgWS2-Proteinsequenz mit Datenbanksequenzen. 
Protein-Alignment der abgeleiteten GgWS2-Sequenz mit den entsprechenden NCBI- (XP_426251.2) und ENSEMBL- 
(ENSGALT00000006967) Sequenzen. In grau hinterlegten Sequenzbereichen unterscheidet sich die klonierte Sequenz von 
den Datenbank-Modellen. 
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Mithilfe der WS2-Sequenz des Huhns wurde versucht, homologe Sequenzen aus der Gans und der 
Eule zu amplifizieren. Die Verwendung der spezifischen Primer der Huhn-Sequenz (For-GgWS2, Rev-
GgWS2) führte nicht zur Amplifikation von Fragmenten, vermutlich entsprachen die Sequenzen in 
den betreffenden Bereichen nicht der Sequenz des Huhns. Durch die Verwendung degenerierter 
Primer (ForWS2_1 und RevWS2_2) konnten über zwei hintereinander geschaltete PCR-Reaktionen 
Fragmente amplifiziert werden (Abbildung 23), allerdings entsprach die erhaltene Fragmentgröße 
nicht der der GgWS2-Sequenz und die Restriktionsmuster der klonierten Fragmente zeigten keine 
Ähnlichkeiten zu denen von GgWS2-Sequenzen.  
 
Abbildung 23: cDNA-Synthese von WS2 aus G. gallus, A. domesticus und T  alba mit degenerierten PCR-Primern. 
Aus dem Gelbereich um 1 kb Fragmente aus Gel A wurde DNA extrahiert und als Template in einer zweiten PCR 
eingesetzt, bei der die Fragmente aus B amplifiziert wurden. Als Marker (M) wurde der 1 kb DNA Ladder eingesetzt, P 
zeigt die Positivkontrollen mit Plasmid-DNA und N die Negativkontrollen der PCR ohne Template. Als Template der 
ersten PCR wurden die Ansätze mit (+) und ohne (-) Reverser Transkriptase der cDNA-Synthese eingesetzt, die (-)-
Kontrolle dient als Nachweis für Verunreinigungen mit genomischer DNA. 
Vermutlich wurden durch die kurzen Primer, niedrigen Annealing-Temperaturen und hohen 
Degenerationen zu viele unterschiedliche Sequenzbereiche gebunden, so dass es zu einer 
unspezifischen Amplifikation verschiedener cDNA-Sequenzen kam.  
3.2.4 Klonierung von GgWS4, AdWS4 und TaWS4 
Für die Klonierung von GgWS4 wurde cDNA ausgehend von mRNA mit Rev-GgWS4 synthetisiert und 
mit For-GgWS4 und Rev-GgWS4 in einer Touchdown-PCR amplifiziert. Das erhaltene 951 bp große 
PCR-Produkt wurde nochmals amplifiziert, gereinigt und kloniert. Die Sequenzierung der klonierten 
Leserahmen zeigte zwei synonyme Substitutionen T300C und T312C in allen Klonen, die die 
Aminosäuresequenz aber nicht beeinflussten.  
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Abbildung 24: Amplifikation von GgWS4 aus G. gallus cDNA mit spezifischen Primern.  
GgWS4 wurde mit For-GgWS4 und Rev-GgWS4 durch zwei aufeinander folgende PCR amplifiziert aus cDNA erzeugt und 
elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel zeigt zwei parallele Ansätze mit gleicher Template-Menge, bei der das ~1 kb 
GgWS4-Fragment amplifiziert wurde, M zeigt den 1 kb DNA Ladder als Größenstandard. 
Ausgehend von der klonierten GgWS4 Sequenz wurde mit den gleichen Primern versucht, homologe 
Sequenzen aus der Gans und der Schleiereule zu klonieren. Dazu wurde cDNA aus mRNA mit Rev-
GgWS4 synthetisiert und mit den Huhn-spezifischen Primern For-GgWS4 und Rev-GgWS4 in einer 
Touchdown-PCR amplifiziert. Das Produkt wurde gereinigt und kloniert. Ausgehend von der mRNA 
aus der Gans konnte mit den spezifischen Primern ausreichend DNA für die Klonierung amplifiziert 
werden (Abbildung 25A). Entsprechende Versuche mit mRNA aus der Eule führten nicht zum 
gewünschten Erfolg, daher wurden cDNA unter Verwendung degenerierter Primer synthetisiert und 
amplifiziert (For-WS4_1, For-WS4_2, Rev-WS4_1 und Rev-WS4_2) und anschließend mit spezifischen 
Primern erneut amplifiziert (For-GgWS4 und Rev-GgWS4). Über diesen Weg gelang auch die 
Klonierung der WS4-cDNA aus der Eule (Abbildung 25B). 
 
Abbildung 25: Amplifikation von WS4 aus G. gallus, A. domesticus und T. alba.  
A zeigt die Amplifikation von GgWS4 und AdWS4 mit For-GgWS4 und Rev-GgWS4 Primern, B zeigt die Produkte nach der 
ersten Amplifikation mit unspezifischen Primern (For-WS4_1, For-WS4_2, Rev-WS4_1 und Rev-WS4_2) und erneuter 
Amplifikation mit den Huhn-spezifischen Primern For-GgWS4 und Rev-GgWS4. P stellt die Positivkontrollen mit Plasmid-
DNA und N die Negativkontrollen ohne Template dar, M zeigt den 1 kb DNA Ladder als Größenstandard. 
Der Sequenzvergleich der drei WS4-cDNA-Sequenzen ergab 92 % Identität zwischen GgWS4 und 
AdWS4 (JA031643) und 90 % Identität zwischen GgWS4 und AdWS4 mit TaWS4 (JQ031645) 
(Abbildung 77). Nukleotidsubstitutionen zeigen sich in allen Sequenzbereichen und sind nicht auf 
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einzelne Exons beschränkt. Durch die Verwendung der Huhn-spezifischen Klonierungsprimer sind die 
terminalen 20 bp Sequenzen aller klonierten Sequenzen identisch. 
Die Analyse der Sequenzen auf Aminosäureebene zeigte, dass die WS4-Homologe aus Huhn und 
Gans zu 95 % identisch waren, während zwischen diesen beiden und der Proteinsequenz der 
Schleiereule 93 % Identität vorlagen (Abbildung 26). Die AdWS4-Sequenz fällt durch die Insertion von 
zwei AS auf und ist daher mit 318 AS etwas länger als die anderen Proteine. Auch hier sind 
größtenteils konservative Substitutionen vorhanden, die sich hauptsächlich im N-terminalen Bereich 
der Transmembrandomänen und im ersten Drittel der Proteinsequenz befinden. 
 
Abbildung 26: Aminosäure-Alignment von WS4 Homologen aus dem Huhn (Gg), der Gans (Ad) und der Schleiereule (Ta). 
Die Abbildung zeigt die grau hinterlegten Substitutionen und die Insertion in der AdWS4-Sequenz, die Zahlen 
entsprechen den Nummern der Aminosäuren im Alignment. 
3.2.5 Klonierung von GgWS5, AdWS5 und TaWS5 
Die Klonierung erfolgte ausgehend von mRNA mit den Primern For-GgWS5 und Rev-GgWS5, um die 
Produktausbeute zu erhöhen, wurde 6 mM MgSO4 in der PCR eingesetzt. Ausgehend von der mRNA 
des Huhns konnte viel Produkt amplifiziert werden, aus Gans und Eule jedoch deutlich weniger 
(Abbildung 27A), daher wurden die 1 kb Bereiche aus dem Gel ausgeschnitten, gereinigt und erneut 
über PCR amplifiziert, um mehr Produkt für die Klonierung zu erzeugen (Abbildung 27B).  
Die Sequenzierung der klonierten 966 bp großen Fragmente ergab, dass die Sequenzen aus Huhn, 
Gans (JQ031647) und Schleiereule (JQ031646) identisch waren. Im Vergleich zur Sequenz in der NCBI-
Datenbank (NM_001031021) zeigten sich die Substitutionen T299C und T371G, welche zu den 
Aminosäureaustauschen V100A und V124G (NP_001026192.1) führten. BLAST-Analysen der cDNA-
Sequenzen identifizierten Proteine mit hoher Identität auch im Truthahn Meleagris gallopavo und im 
Opossum Monodelphis domesticus.  
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Abbildung 27: Amplifikation von WS5 aus mRNA von G. gallus, A. domesticus und T. alba mit spezifischen Primern. 
Amplifikation von WS5-cDNA ausgehend von mRNA aus den Bürzeldrüsen von Vögeln. Es wurden Ansätzen mit (+) und 
ohne (-) Reverser Transkriptase durchgeführt als Kontrolle auf Kontaminationen mit genomischer DNA (A). Die erneute 
PCR-Amplifikation der isolierten 1 kb Fragmente aus A führte zur Bildung der ~1 kb Fragmente, die in B zu sehen sind. N 
zeigt die Negativkontrollen der PCR ohne Template, als Marker (M) wurde der 1 kb DNA Ladder eingesetzt. 
Homologie-Analysen der Proteinsequenz ergaben, dass es sich hierbei um ein hochkonserviertes 
Protein handelt, welches nicht nur in verschiedenen Vogelarten, sondern auch in Säugern, Insekten 
und Nematoden vorhanden ist. Es ist annotiert als Transmembranprotein 68 (TMEM68). In Rind, 
Maus und Mensch scheint dieses Protein am Lipidstoffwechsel beteiligt zu sein (Kim et al. 2010; Josse 
et al. 2011; Lindholm-Perry et al. 2011) und im Menschen besteht ein Zusammenhang zur 
Stressantwort (Goto et al. 2011).  
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3.3 Sequenzanalysen putativer Wachs-Synthasen 
Die Analyse der von den klonierten Sequenzen kodierten Proteine ist in Tabelle 31 im Vergleich zu 
den humanan Sequenzen wiedergegeben. Alle untersuchten Proteine sind sehr hydrophob und 
besitzen einen isoelektrischen Punkt zwischen 8,8 und 10,1, ein typisches Merkmal von 
Acyltransferasen der DGAT1- und DGAT2-Familien (Holmes 2010). Anhand ihrer Massen lassen sich 
zwei Gruppen unterscheiden: Die Proteine der DGAT1 Familie haben eine molekulare Masse von 55 
bis 65 kDa, während alle Proteine, die aufgrund ihrer Ähnlichkeit zu Mitgliedern der DGAT2-Familie 
identifiziert werden konnten, mit 35 bis 44 kDa deutlich kleiner sind (Tabelle 31).  
Tabelle 31: Vergleich der Eigenschaften von humanen Acyltransferasen mit den putativen Wachs-Synthasen aus Vögeln 
und Tetrahymena.  
Die molekularen Massen und die isolelektrischen Punkte (pI) wurden mit ProtParam (Gasteiger et al. 2005) berechnet, 
die Anzahl der Transmembran-Domänen wurde mit TMHMM vorhergesagt (Sonnhammer 1998; Krogh et al. 2001). 
Protein 
Proteinlänge 
[Aminosäuren] 
Molekulare Masse 
[kDa] 
Theoretischer pI 
Anzahl der 
TMD 
HsDGAT1 488 55,3 9,4 9 
HsACAT1 550 64,7 9,1 8 
HsACAT2 522 59,9 9,0 8 
GgDGAT1 496 58,0 9,0 7 
HsMOGAT1 335 38,8 9,5 1 
HsMOGAT2 334 38,2 9,5 1 
HsMOGAT3 341 38,7 8,9 1 
HsDGAT2 388 43,8 9,5 1 
HsAWAT1 328 37,8 9,1 1 
HsAWAT2 333 38,1 9,4 3 
AdWS4 318 37,0 9,1 1 
GgWS1 351 40,0 9,6 1 
GgWS2 374 42,0 10,1 1 
GgWS4 316 36,6 8,8 1 
GgWS5 332 38,0 9,0 2 
TaWS4 316 36,7 8,3 1 
TtWS1 306 35,6 9,4 1 
TtWS2 305 35,0 9,3 1 
TtWS3 323 38,0 9,4 2 
TtWS4 308 36,2 9,4 1 
 
Für weitere Vergleiche wurde die Struktur des Proteins mithilfe von TMHMM (Sonnhammer 1998; 
Krogh et al. 2001) berechnet und verglichen. Dabei zeigte sich, dass GgDGAT1 genauso wie HsDGAT1 
eine große Anzahl möglicher Transmembrandomänen (TMD) (7 bzw. 9 TMD) besitzt (Abbildung 28). 
Möglicherweise sind von diesen TMD weniger tatsächlich vorhanden, da experimentelle Analysen mit 
der DGAT1 der Maus gezeigt haben, dass dieses Protein nur 3 TMD besitzt, Modelle allerdings um die 
8 TMD vorhersagen (McFie et al. 2010). Bei der DGAT1 handelt es sich generell um ein integrales 
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Membranprotein des endoplasmatischen Retikulums (ER), dessen C-Terminus mit dem putativen 
aktiven Zentrum in das Lumen des ER gerichtet ist (McFie et al. 2010).  
 
Abbildung 28: Hydrophobizitäts-Plot der DGAT1-Proteine aus Mensch und Huhn nach TMHMM.  
Die y-Achse gibt die Hydrophobizität des jeweiligen Proteinbereiches wieder, bei Werten um 1 liegen vermutlich TMD 
vor, die durch dicke rote Balken indiziert sind. Die x-Achse entspricht der Länge des Proteins. Blaue Linien markieren 
extracytosolische und rosa Linien cytosolische Bereiche der Proteine. Beide Proteine weisen eine Vielzahl möglicher TMD 
auf und stellen vermutlich integrale Membranproteine dar. 
Für alle anderen Proteine mit DGAT2-Ähnlichkeit wurden ein bis zwei TMD nahe des N-terminalen 
Endes berechnet (Abbildung 29). Diese Ergebnisse entsprechen denen der murinen DGAT2, deren 
Struktur experimentell ermittelt wurde. Dieses Enzym besitzt zwei N-terminale TMD, die Termini sind 
ins Cytosol gerichtet, wo wahrscheinlich auch das aktive Zentrum des Enzyms liegt (Stone et al. 2006). 
HsAWAT2 weicht in seiner Vorhersage durch eine weitere TMD von dieser Struktur ab, allerdings 
wurden bislang noch keine AWAT-Topographien experimentell nachgewiesen.  
Eine Ausnahme bei den untersuchten Proteinen bildet GgWS5. Zwar wurden auch für dieses Protein 
zwei N-terminale TMD berechnet, allerdings liegt der größte Teil des Proteins nach Vorhersagen im 
extracytosolischen Raum, also vermutlich im Lumen des ER. Dies trifft ebenfalls für die Vorhersage 
von HsMOGAT3 zu. Die experimentelle Analyse der Topographie dieser Proteine wird zeigen, ob 
diese für DGAT2-Proteine ungewöhnliche Struktur korrekt ist oder ob hier eine fehlerhafte 
Berechnung vorliegt.  
Diese Ergebnisse spiegeln die Unterschiede zwischen Proteinen der DGAT1- und DGAT2-Familien 
wieder, welche auch in anderen Organismengruppen zu finden sind (Turchetto-Zolet et al. 2011). 
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Abbildung 29: Hydrophobizitäts-Plot von DGAT2-ähnlichen Proteinen nach TMHMM. 
Die y-Achse gibt die Hydrophobizität des jeweiligen Proteinbereiches wieder, bei Werten um 1 liegen vermutlich TMD 
vor, die durch dicke rote Balken indiziert sind. Die x-Achse entspricht der Länge des Proteins. Blaue Linien markieren 
extracytosolische und rosa Linien cytosolische Bereiche der Proteine. Alle Proteine zeigen zwischen 1 und 3 TMD, die im 
N-terminalen Bereich der Proteine liegen. 
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Die Suche nach konservierten Domänen mithilfe von Datenbank-Informationen (Conserved Domain 
Database CDD) (Marchler-Bauer et al. 2005; Marchler-Bauer et al. 2007; Marchler-Bauer et al. 2011) 
unterstützte die vorherige Einteilung in DGAT1- und DGAT2-verwandte Proteine: Während GgDGAT1 
ebenso wie die humanen DGAT1, ACAT1 und ACAT2 eine Domäne der MBOAT-Superfamilie 
(Membran-gebundene O-Acyltransferasen, pfam cl00738) aufweisen, welche sich fast über die 
gesamte Länge des Proteins erstreckt (Abbildung 30), zeigen alle anderen DGAT2-ähnlichen Proteine 
ein LPLAT-MOGAT-like Motiv (pfam cd07987) und eine Domäne der N-Acyltransferase Superfamilie 
(cl00357). Zudem waren in diesen Sequenzen mögliche Acyl-Akzeptor Bindestellen zu finden 
(Abbildung 30).  
 
Abbildung 30: Konservierte Domänen von Proteinen der DGAT2- und DGAT1-Familien.  
GgWS1 zeigt neben der LPLAT-Domäne (cd07987) die konservierten AS der möglichen Acyl-Akzeptor-Bindestelle 
(markiert als Pins) welche für DGAT2-Proteine charakteristisch sind. GgDGAT1 zeigt die MBOAT Domäne (cl00738), die 
charakteristisch für DGAT1-Proteine ist. Die Skalierung entspricht der Anzahl der Aminosäure-Reste im Protein. 
Weiterhin wurden die Sequenzen nach aktiven Zentren und Bindestellen untersucht. Für Proteine der 
DGAT1-Familien wurde die Sequenz FYxDWWN als putative Acyl-CoA Bindestelle identifiziert (Oelkers 
et al. 1998). Diese Sequenz ist in allen DGAT1 Proteinen enthalten (Holmes 2010) und war ebenfalls 
in der GgDGAT1 zu finden (Abbildung 31). Das mögliche Sterol-Bindungs-Motiv (Y/H)SF (Oelkers et al. 
1998) wurde in HsACAT1 (H268 S269 F270) und HsACAT2 (Y244 S245 F246) beschrieben und ist 
ebenfalls in GgDGAT1 vorhanden (H469 S470 F471). Die Aminosäuren N378 und H415 der humanen 
DGAT1 sind wahrscheinlich Teil des aktiven Zentrums (Oelkers et al. 1998), die Mutation von H426 in 
der murinen DGAT1 führte zu einer Inaktivierung des Proteins (McFie et al. 2010). Eine genaue 
Identifizierung dieser Aminosäuren war in der GgDGAT1 Sequenz nicht möglich, da in dem 
betreffenden Bereich keine ausreichende Sequenzübereinstimmung gefunden werden konnte. 
 
Abbildung 31: Putative Acyl-CoA-Bindestelle von DGAT1-Proteinen.  
Dargestellt ist ein Alignment des Proteinbereiches um die Aminosäureabfolge FYRDWWN, die rechts abgebildeten Zahlen 
geben die Nummer der letzten gezeigten Aminosäure des jeweiligen Proteins an. Das Alignment wurde erstellt mit 
ClustalX und GeneDoc. 
 Ergebnisse und Diskussion 
 
78 
 
Bei den Proteinen der DGAT2 Familie ist das HPHG-Motiv essentiell für die Enzymaktivität, die 
Substitution der Histidin- und Prolin-Reste bewirkt eine Reduktion der DGAT-Aktivität (Stone et al. 
2006). Diese Sequenz ist vermutlich Teil des aktiven Zentrums und in allen DGAT2 Mitgliedern 
konserviert, zudem findet sich dieses Motiv ebenfalls in den Sequenzen von GgWS1, GgWS2, TtWS1 
und TtWS4, während in den Tetrahymena Proteinen TtWS2 und TtWS3 der Glycin-Rest mit Aspagarin, 
beziehungsweise Tyrosin substituiert ist. Bei den WS4-Proteinen liegt eine Substitution der ersten 
beiden Aminosäurereste mit Tyrosin vor, während die WS5-Proteine die Sequenz FYHG besitzen 
(Abbildung 32).  
 
Abbildung 32: Putatives aktives Zentrum von DGAT2-Proteinen.  
Dargestellt ist ein Alignment des Proteinbereiches um die Aminosäureabfolge HPHG, die rechts abgebildeten Zahlen 
geben die Nummer der letzten gezeigten Aminosäure des jeweiligen Proteins an. Das Alignment wurde erstellt mit 
ClustalX und GeneDoc. 
Für DGAT2-Proteine wurde das Motiv FLVLGVAC (As 80-87 in HsDGAT2) als Bindestelle für 
Neutrallipide identifiziert (Stone et al. 2006; Yen et al. 2008). Die Substitution der Phenylalanin- oder 
Lysin-Reste in Kombination mit dem Asparaginrest führte zu einer Reduktion der Enzymaktivität 
(Stone et al. 2006). Die mögliche Bindestelle wird durch die Sequenz FLXLXXXn angegeben, wobei n 
eine hydrophobe Aminosäure darstellt. Diese Sequenz konnte lediglich in DGAT2 identifiziert werden, 
während alle anderen Proteine auch Abweichungen der konservierten Reste zeigten (Abbildung 33). 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die identifizierten Sequenzen einige charakteristische 
Merkmale von Acyltransferasen der DGAT1- und DGAT2-Familien besitzen, die auf Funktionen der 
Proteine im Lipidstoffwechsel hinweisen.  
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Abbildung 33: Putatives Neutrallipid Binding Motiv von DGAT2-Proteinen.  
Dargestellt ist ein Alignment des Proteinbereiches um die betreffende Aminosäureabfolge, die rechts abgebildeten 
Zahlen geben die Nummer der letzten gezeigten Aminosäure des jeweiligen Proteins an. Das Alignment wurde erstellt 
mit ClustalX und GeneDoc. 
Die klonierten Proteine aus Vögeln und Tetrahymena zeigen zueinander wenig Ähnlichkeit. Wie in 
Abbildung 35 dargestellt, bilden die Acyltransferasen aus Tetrahymena und die WS4 und WS5 aus 
Vögeln eigene Zweige, während GgWS1 und GgWS2 nähere Verwandtschaft zu den Proteinen der 
Säuger DGAT2-Familien aufweisen. Die Tetrahymena-Sequenzen stellen möglicherweise einen neuen 
Zweig der DGAT2-verwandten Acyltransferasen aus Protozoa dar, da ähnliche Proteine aus 
Paramecium tetraurelia über Homologien zu den Tetrahymena-Sequenzen identifiziert werden 
konnten (Abbildung 34).  
 
Abbildung 34: Phylogramm von Acyltransferasen aus Protisten.  
Vergleich der untersuchten Tetrahymena-Sequenzen TtWS1 bis 4 mit Proteinen aus Paramecium tetraurelia. Angegeben 
sind die NCBI-Zugangsnummern der betreffenden Paramecien-Proteine. Die Abbildung stellt den Ausschnitt eines 
Phylogramms mit weiteren Acyltransferase-Sequenzen dar, wie in Abbildung 35 dargestellt. 
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Abbildung 35: Phylogramm klonierter Proteine mit ausgewählten Acyltransferasen aus Mensch, verschiedenen Pflanzen 
und Acinetobacter. 
Die Zahlen an den Verzweigungen geben die Wahrscheinlichkeit der jeweiligen Verzweigung in Prozent an, die Skalierung 
entspricht Aminosäuresubsitutionen pro Position im zugrundeliegenden Alignment mit 273 Positionen in 26 AS-
Sequenzen. 
NCBI-Datenbank-Nummern: HsAWAT1 (NP_001013597.1, Homo sapiens), HsAWAT2 (NP_001002254.1, H. sapiens), 
HsDGAT2 (NP_115953.2, H. sapiens), GgWS2 (JQ031644, Gallus gallus), HsMOGAT3 (NP_835470, H. sapiens), HsMOGAT1 
(NP_477513.2, H. sapiens), HsMOGAT2 (NP_079374, H. sapiens), GgWS1 (XP_424082, G  gallus), TtWS4 (XP_001019739, 
Tetrahymena thermophila), TtWS3 (XP_001008104, T. thermophila), TtWS2 (XP_001026090, T. thermophila), TtWS1, 
(XP_001027910, T. thermophila), GgWS4 (XP_419207, G. gallus), AdWS4 (JQ031643, Anser anser domesticus), TaWS4 
(JQ031645, Tyto alba), GgWS5 (NP_001026192, G. gallus), AdWS5 (JQ031647, A. anser domesticus), TaWS5 (JQ031646, T. 
alba), HsDGAT1 (NP_036211.2, H. sapiens), HsACAT2 (NP_003569.1, H. sapiens), HsACAT1 (NP_003092.4, H. sapiens), 
GgDGAT1 (JQ031642, G. gallus), EgWS (ADI60058.1, Euglena gracilis), ScWS (AF149919_1, Simmondsia chinensis), 
AcWS/DGAT (AAO17391.1, Acinetobacter sp. ADP1), PxhWS (AAZ08051.1, Petunia x hybrida). 
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3.4 Analyse der Expressionsmuster putativer WS-Sequenzen im Huhn 
Zur Analyse der Expressionsmuster wurde RNA aus verschiedenen Geweben des Huhns isoliert. 1 µg 
RNA wurde mit DNase verdaut, um genomische DNA zu entfernen. Anschließend wurde cDNA mit 
genspezifischen Revers-Primern synthetisiert und Fragmente, die über mindestens ein Intron 
verliefen, wurden amplifiziert. Durch die Wahl der Intron-überspannenden Bereiche konnte 
zusätzlich sichergestellt werden, dass die Amplifikation von reifer mRNA ausging und nicht etwa von 
genomischer DNA oder unreifer, ungespleißter mRNA. Für GgWS1 und GgWS2 wurden daher Primer 
ausgewählt, die in den Exons 4 und 5 binden, bei GgWS4 wurden Primer für die Exons 3 und 5 
verwendet. Bei GgDGAT1 wurden Primer verwendet, die auch für die Sequenzierung benötigt 
wurden und die daher ein etwas größeres Fragment amplifizierten. Der vorwärtsgerichtete Primer 
lagert sich in Exon 6 an und der reverse Primer an dem Übergang von Exon 11 zu Exon 12. Die 
amplifizierten Produkte wurden mittels Gelelektrophorese in 2 % TAE-Agarose analysiert (Abbildung 
36). 
 
Abbildung 36: Expressionsmuster putativer Wachs-Synthase Sequenzen im Huhn.  
Die Abbildung zeigt die Ansätze mit Reverser Transkriptase (+), die Kontrollen ohne Reverse Transkriptase (-) und die 
Positivkontrolle der PCR mit plasmidärer DNA, welche die jeweiligen Sequenzen beinhaltet (K). Gezeigt sind die 
Expressionsmuster im Brustmuskel, der Haut, der Leber und der Bürzeldrüse. 
Die Analyse zeigte, dass GgWS1 und GgDGAT1 in der Bürzeldrüse, aber auch in Leber- 
beziehungsweise Muskelgewebe exprimiert wurden. Transkripte von GgWS4 waren in der 
Bürzeldrüse, der Leber und der Haut und die von GgWS2 in allen Geweben nachweisbar. 
Interessanterweise konnte hier ein internes Fragment des GgWS1-Leserahmens amplifiziert werden, 
während die Klonierung der vollständigen Sequenz vermutlich wegen einer nicht korrekten 
Annotierung des Leserahmens misslang.  
Bei entsprechenden Versuchen mit cDNA, welche mit oligo-(dT)-Primern hergestellt wurde, gelang 
die Amplifikation partialer WS-Sequenzen nur mit GgWS1 oder GgWS2. Beide Transkripte konnten 
hauptsächlich in der Leber nachgewiesen werden, jedoch nur in geringem Maße in den Bürzeldrüsen. 
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GgWS1 war auch in Muskel- und Hautgewebe nachweisbar (Abbildung 37). GgWS4 konnte aus dieser 
cDNA nicht amplifiziert werden. Möglicherweise liegt dies daran, dass zu wenig der GgWS4-mRNA 
vorhanden war, beziehungsweise diese mRNA nur einen sehr geringen Anteil ausmachte und durch 
die Verwendung der oligo-(dT) Primer für eine Amplifikation zu stark verdünnt wurde, daher war eine 
semiquantitative Analyse der WS-Transkripte nur für WS1 und WS2 möglich. Die Amplifikation 
ausgehend von spezifischen Primern lieferte dagegen nur Hinweise, in welchen Geweben die WS-
Gene transkribiert werden. Demnach werden alle klonierten Sequenzen in Bürzeldrüsen exprimiert. 
Da ihre Transkripte teilweise auch in anderen Geweben nachweisbar waren, scheinen die kodierten 
Proteine zumindest im Huhn nicht nur an der Wachs-Synthese in Bürzeldrüsen, sondern auch in 
anderen Geweben beteiligt zu sein.  
 
Abbildung 37: Amplifikation von Transkript-Fragmenten aus oligo-(dT)-cDNA aus der Bürzeldrüse von G. gallus.  
Amplifiziert wurden Fragmente von β-Aktin (Exon 1, 114 bp), GgWS1 (Exon 4-5, 122 bp) und GgWS2 (Exon 7-8, 129 bp) 
ausgehend von oligo-(dT)-cDNA. 
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3.5 Heterologe Expression in S. cerevisiae 
Zur Expression der WS-Sequenzen wurden die Doppel-Disruptante S. cerevisiae BY4741 Δlro1 Δdga1 
(Δ2) (Wagner et al. 2010) und die Vierfach-Disruptante S. cerevisiae W303 H1246 (Δ4) (Sandager et al. 
2002) eingesetzt, bei der are1, are2, lro1 und dga1 inaktiviert waren. Bei ARE1 und ARE2 handelt es 
sich um Homologe der Acyl-CoA:Sterol Acyltransferasen (ASAT), welche die Biosynthese von 
Ergosterylestern in Hefe katalysieren (Yang et al. 1996; Yu et al. 1996; Zweytick et al. 2000). DGA1 ist 
ein Homolog der DGAT, die an der Acyl-CoA abhängigen TAG Biosynthese beteiligt ist (Oelkers et al. 
2002; Sandager et al. 2002; Sorger und Daum 2002), während LRO1 eine Phospholipid:Diacylglycerol 
Acyltransferase (PDAT) darstellt, welche die Acyl-CoA unabhängige TAG-Biosynthese katalysiert 
(Dahlqvist et al. 2000; Oelkers et al. 2000). Die Extraktion des Wildtyps S. cerevisiae BY4741 zeigte, 
dass dieser sowohl Sterylester, welche im verwendeten Laufmittelgemisch auf der gleichen Höhe wie 
Wachsester (WE) chromatographieren, als auch Triacylglycerole (TAG) synthetisierte. Δ2- und Δ4-
Mutanten bildeten deutlich weniger Sterylester und kein TAG, daher wurden diese als 
Expressionssysteme verwendet. 
Des Weiteren wurden verschiedene Extraktionsmethoden angewendet. Zunächst wurden die Zellen 
in 50 ml Polypropylen-Gefäßen mit Keramikkugeln (Ø 1 mm) durch Vortexen in 
Chloroform/Methanol (1/1) aufgeschlossen und extrahiert, dies erzeugte jedoch eine Vielzahl an 
störenden Signalen in der gaschromatographischen Analyse, die vermutlich auf Weichmacher in den 
Plastikgefäßen zurückzuführen waren. Alle weiteren Analysen wurden in eigens angefertigten 
Glasröhrchen (Glasbläserei Krannich, Thüringen) durchgeführt, bei denen der Schraubdeckel mit 
einer Teflon-beschichteten Dichtung ausgestattet war. Diese waren inert gegenüber den 
verwendeten Lösungsmitteln und ermöglichten die Analyse der reinen Lipidextrakte. Zudem wurden 
die Hefezellen mit Glaskügelchen (Ø 0,5 mm) aufgeschlossen, die nur einmal verwendet wurden, um 
Kontaminationen zu vermeiden. Anstelle des Aufschlusses durch 20-minütiges Vortexen mit den 
Glaskugeln, wurden die Zellen später im Ultraschall-Bad aufgeschlossen (3 x 5 min), was 
vergleichbare Ergebnisse lieferte. 
Erste Expressionsversuche wurden durchgeführt, um die Expression der Sequenzen zu optimieren. 
Zunächst wurde untersucht, ob endogene Substrate die Synthese von WE ermöglichen. Dazu wurden 
Kulturen von S. cerevisiae Δ4-TtWS4 induziert und einmal mit Zugabe von 500 µM 14:0-OH und 16:0-
OH und einmal ohne Zugabe exogener Alkohole für 72 h inkubiert. Die Lipidextrakte wurden über DC 
aufgetrennt (Abbildung 38A) und die isolierten Banden auf Höhe des WE-Standards 
gaschromatographisch analysiert (Abbildung 38B). Deutlich wurde dabei, dass die endogenen Lipide 
in S. cerevisiae nicht für die Synthese von WE ausreichend sind (Abbildung 38B), da erst die 
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Supplementierung der Kulturen mit in Ethanol gelösten Fettalkoholen die Synthese ermöglichte. 
Daraus konnte auch gefolgert werden, dass exogen zugeführte Fettalkohole von den Zellen 
aufgenommen und von den WS als Substrate genutzt werden können, während die Hefezellen die 
aktivierten Fettsäuren für die WE-Synthese bereitstellen. 
 
Abbildung 38: Vergleich der WE-Produktion mit und ohne exogene Fettalkohol-Substrate. 
Kulturen von S. cerevisiae Δ4-TtWS4 wurden einmal mit 500 µM 14:0- und 16:0-OH (mit FOH) und einmal ohne exogene 
Fettalkohole (ohne FOH) im Medium für 72 h induziert. A zeigt die dünnschichtchromatographische Analyse der 
Lipidextrakte aus 0,3 g Zell-Frischgewicht, B stellt die gaschromatographische Analyse der isolierten WE-Banden dar.  
(1) 28:1-WE, (2) 28:0-WE, (3) 30:1-WE, (4) 30:0-WE, (5) 32:1-WE, (6) 32:0-WE, (7) 36:2-WE (interner Standard). 
Die Expression von GgWS4 in Abhängigkeit zur Inkubationszeit führte auch ohne Zugabe von 
Fettsäuren oder Fettalkoholen als Substrate zur Wiederherstellung der TAG-Synthese in S. cerevisiae 
Δ2. Die Quantifizierung der Fettsäurereste aus den TAG deutete darauf hin, dass die Lipid-Produktion 
mit steigender Inkubationsdauer bis 48 h zunahm (Abbildung 39A). Zusätzlich wurden die 
verschiedenen Tetrahymena-Konstrukte in Δ2 für 48 und 96 h exprimiert. Die dabei beobachtete WE-
Synthese wurde quantifiziert und zeigte, dass nach 48 h bei den meisten Konstrukten deutlich höhere 
WE-Gehalte nachgewiesen werden konnten, während nur bei TtWS3 nach 96 h etwa die gleiche WE-
Menge enthalten war (Abbildung 39B). Die geringeren WE-Gehalte bei längeren Induktionszeiten 
beruhten vermutlich auf einem Abbau der Lipide durch hefeeigene Lipasen. Aufgrund dieser 
Informationen wurden die transgenen Hefekulturen routinemäßig nach 48-stündiger Inkubation 
analysiert. 
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Abbildung 39: Zeitabhängige Lipidproduktion in Kulturen transgener S. cerevisiae Δ2.  
Δ2-GgWS4 wurde für unterschiedliche Zeiten ohne Zugabe von Fettalkoholen induziert, die TAG wurden transmethyliert 
und gaschromatographisch analysiert (A). Analyse der WE-Gehalte transgener Hefen nach 24 und 48 h Expression von 
Tetrahymena-Sequenzen (B). Die Kulturen wurden unter Zugabe von 250 µM 14:0-, 16:0- und 18:0-OH induziert, die 
transmethylierten WE wurden gaschromatographisch analysiert. 
Verschiedene Kulturen wurden angezogen und während der Induktion mit verschiedenen 
Fettalkoholen in unterschiedlichen Konzentrationen im Medium versetzt. Anders als Versuche mit 
14:0-, 16:0- und 18:0-OH führten Fütterungen mit kürzeren Kettenlängen zu einer starken Hemmung 
des Kulturwachstums, selbst wenn die Alkoholkonzentrationen im Medium auf weniger als 100 µM 
reduziert wurden. Um die Kettenlängen-Präferenzen untersuchen zu können, wurden die Kulturen 
mit einer Mischung aus geradkettigen, gesättigten Alkoholen supplementiert. Die Konzentration der 
Fettalkohole wurde von den anfangs verwendeten ~4 mM (entsprechen 0,1 % (w/v)) auf 125 µM 
reduziert, da hohe Fettalkoholmengen in den Lipidextrakten die dünnschichtchromatographische 
Analyse beeinträchtigten. Bei hohen FOH-Mengen oder bei der zusätzlichen Supplementierung mit 
Fettsäuren waren die Platten schon bei geringen Extraktmengen überladen, und die weitere Analyse 
von WE oder TAG nicht möglich. Daher wurden nicht nur die Lipidkonzentrationen im Medium 
reduziert, sondern auch präparative DC-Platten genutzt, die eine Schichtdicke von 0,5 mm anstelle 
der üblichen 0,2 mm besitzen und somit die Analyse größerer Lipidmengen ermöglichen. Dies hatte 
auch den Vorteil, dass die erhöhten Gesamtlipidmengen auch größere WE-Mengen lieferten, was die 
Detektion und weitere Analyse erleichterte. Zudem wurde die Expression erst bei höheren 
Zelldichten (OD600 nm ~ 6) induziert, um größere Zellmassen für die Extraktion zur Verfügung zu haben 
und um kurzkettige Alkohole als mögliche Substrate analysieren zu können.  
3.5.1 Nilrotfärbungen 
Nilrot ist ein lipophiler Farbstoff, mit dem sich Speicherlipide wie TAG und Cholesterylester in Zellen 
anfärben lassen und der genutzt wird, um Lipidkörper in Zellen zu detektieren (Greenspan et al. 
1985). Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob sich Nilrot ebenfalls eignet, um die 
Wachsesterproduktion in vivo zu detektieren.  
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Abbildung 40: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Hefezellen nach Färbung mit Nilrot.  
Die Hefekulturen wurden unter Standardbedingungen unter Zugabe von 125 µM Alkohol-Gemisch induziert und nach 
ihrer Färbung mit Nilrot untersucht. Gezeigt werden jeweils zwei Ausschnitte der Präparate unter Durchlicht und 
Fluoreszenzlicht (Anregung 515 – 560 nm, Emission > 590 nm), die Balken entsprechen einer Größe von 20 µm. 
Abbildung 40 zeigt die Aufnahmen der verwendeten Expressionsstämme von S. cerevisiae Δ4. Sowohl 
die Doppeldisruptante Δ2 als auch der Wildtyp selbst zeigten deutliche Fluoreszenz und waren daher 
für diese Versuche nicht geeignet. Der hier verwendete Δ4 Kontrollstamm zeigte zwar Fluoreszenz 
innerhalb der Zellen, diese war allerdings nicht deutlich lokalisiert, sondern verteilte sich gleichmäßig 
im gesamten Zellinnenraum. Deutliche Strukturen, wie die abgebildeten transgenen Hefezellen sie 
aufwiesen, waren hier nicht vorhanden. In Δ4 Hefezellen, die GgWS2, GgWS4, TtWS1 oder TtWS4 
exprimierten, zeigten sich deutliche Strukturen in den Zellen. Diese als rot fluoreszierende Kugeln 
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sichtbaren Strukturen entsprechen den Lipid-Partikeln, in denen die Zellen Reservelipide einlagern. 
Diese waren insbesondere bei GgWS4 und TtWS1 exprimierenden Zellen deutlich sichtbar, während 
die Aufnahmen von TtWS4 etwas unschärfer wirkten. Auffallend war zudem, dass die GgWS2 
exprimierenden Zellen nur zum Teil klare Strukturen aufwiesen, während viele Zellen hier dem 
Kontrollstamm ähnelten. Möglicherweise liegt das an der unterschiedlichen Expressionstärke 
einzelner Zellen, so dass nur in wenigen Zellen ausreichend Produkt für die Anfärbung gebildet wurde. 
Insgesamt scheint die Lipidproduktion in Zellen mit TtWS1 deutlich höher zu sein als in Zellen mit 
GgWS2, worauf die starke Fluoreszenz in diesen Zellen hinweist. 
3.5.2 Expression putativer WS-Sequenzen aus Vögeln und Tetrahymena 
Wie im Folgenden weiter ausgeführt, bewirkte die Expression der verschiedenen Vogel- und 
Tetrahymena-Sequenzen in der Δ2-Hefemutante bei den meisten Kulturen eine WE-Produktion, die 
deutlich über der der Kontrollkulturen lag, die bei durchschnittlich 70 nmol WE pro g Hefe-
Frischgewicht ermittelt wurden. Demnach kodieren die klonierten Sequenzen WS, die in Hefe 
funktional exprimiert werden können. Lediglich für GgWS5 war eine WS-Aktiviät nicht nachweisbar 
(Abbildung 75, S. 154). Die weiteren Analysen wurden daher nur mit GgWS1, GgWS2, GgDGAT1, den 
drei WS4 Proteinen und den vier Proteinen aus Tetrahymena durchgeführt. Die Hefestämme, welche 
diese Sequenzen exprimierten, wurden unter gleichen Bedingungen in Gegenwart von 125 µM 
geradkettiger Alkohole mit 10 bis 18 C-Atomen kultiviert, die Lipide wurden aus den Hefezellen 
extrahiert und analysiert . 
Zunächst wurden die intakten WE-Spezies in Gesamtlipidextrakten analysiert. Diese Untersuchungen 
zeigten, dass insbesondere die Expression von GgDGAT1, GgWS1, TtWS1, TtWS2 und TtWS4 zur 
Produktion von WE führte. Die relative Zusammensetzung der gebildeten WE-Spezies unterschied 
sich vor allem in Bezug auf das Vorkommen gesättigter und einfach ungesättigter WE. Aufgrund der 
definierten Zugabe von gesättigten Fettalkoholen mit Kettenlängen von 10, 12, 14, 16 und 18 C-
Atomen und der begrenzten Varianz an verfügbaren Fettsäuren in den Hefen (16:1, 16:0, 18:1 und 
18:0) (van der Rest et al. 1995) konnten nur gesättigte und einfach ungesättigte WE mit Kettenlängen 
von 26 bis 36 C-Atomen synthetisiert werden. 
Die Analyse der WE-Spezies ergab, dass hauptsächlich Kettenlängen mit 26 oder 28 C-Atomen 
gebildet wurden, während längere WE nur in geringen Mengen vorhanden waren. In GgDGAT1 und 
GgWS1 exprimierenden Zellen waren 75 bis 80  % der WE ungesättigt und der 28:1-WE dominierte, 
in GgWS2 exprimierenden Hefen lag der Gehalt ungesättigter WE-Spezies bei 65 %. Aufgrund der 
recht geringen Wachsproduktion war in diesen Kulturen die Varianz bei den Lipidanalysen deutlich 
höher (Abbildung 41). 
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Abbildung 41: Analyse intakter Wachsester aus Δ2-GgDGAT1, -GgWS1 und -GgWS2.  
Gaschromatographische Analyse von Wachsestern aus Gesamtlipidextrakten transgener Hefen, die unter 
Standardbedingungen GgDGAT1, GgWS1 bzw. GgWS2 exprimierten. Gezeigt sind jeweils beispielhaft ein 
Chromatogramm sowie die Auswertung der relativen molaren Anteile der jeweiligen Wachsester-Spezies. Die Werte in 
den Balkendiagrammen entsprechen Mittelwerten mit Standardabweichungen von zwei unabhängigen Aufarbeitungen.  
(1) 26:1-WE, (2) 26:0-WE, (3) 28:1-WE, (4) 28:0-WE, (5) 30:1-WE, (6) 30:0-WE, (7) 32:1-WE, (8) 32:0-WE, (9) 34:1-WE, (10) 
34:0-WE.  
Die Expression der WS4-Sequenzen aus Vögeln zeigte deutliche Unterschiede zu den Expressionen 
von GgWS1 und GgDGAT1 in Bezug auf den Sättigungsgrad der produzierten WE. Während in 
Hefezellen mit GgWS1 oder GgDGAT1 fast ausschließlich ungesättigte WE nachgewiesen werden 
konnten (Abbildung 41), enthielten alle WS4-exprimierenden Stämme etwa 60 % gesättigte WE 
(Abbildung 42). Allerdings zeigten sich zwischen den verschiedenen WS4-Kulturen Unterschiede 
hinsichtlich der Kettenlängen der gebildeten WE. Bei GgWS4 besaßen 80 % der nachgewiesenen 
Spezies Kettenlängen von 26 oder 28 C-Atomen. AdWS4 exprimierende Hefen zeigten eine ähnliche 
Kettenlängen-Spezifität, während in Zellen mit TaWS4 50 % aller WE eine Kettenlänge von 28 C-
Atomen aufwiesen und somit die 28:0-Spezies deutlich dominierte (Abbildung 42). 
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Abbildung 42: Analyse intakter Wachsester aus Δ2-GgWS4, -AdWS4 und -TaWS4.  
Gaschromatographische Analyse von Wachsestern aus Gesamtlipidextrakten transgener Hefen, die unter 
Standardbedingungen GgWS4, AdWS4 bzw. TaWS4 exprimierten. Gezeigt sind jeweils beispielhaft ein Chromatogramm 
sowie die Auswertung der relativen molaren Anteile der jeweiligen Wachsester-Spezies. Die Werte in den 
Balkendiagrammen entsprechen molaren Mittelwerten mit Standardabweichungen von zwei unabhängigen 
Aufarbeitungen.  
(1) 26:1-WE, (2) 26:0-WE, (3) 28:1-WE, (4) 28:0-WE, (5) 30:1-WE, (6) 30:0-WE, (7) 32:1-WE, (8) 32:0-WE, (9) 34:1-WE, (10) 
34:0-WE.  
Die Hefestämme mit den Tetrahymena-Konstrukten zeigten deutliche Unterschiede sowohl zu den 
Hefekulturen mit den Vogel-Sequenzen als auch untereinander. Abbildung 43 verdeutlicht die 
Unterschiede zwischen den vier Tetrahymena-Expressionen. In TtWS1 exprimierenden Hefen 
konnten WE mit 26 bis 34 C-Atomen nachgewiesen werden, eine Kettenlängen-Präferenz ist dabei 
kaum erkennbar. Sie enthalten wie die Kulturen mit WS4-Vogelproteinen zu 60 % gesättigte Spezies, 
obwohl S. cerevisiae mehr als 60 % ungesättigte Fettsäuren enthält (van der Rest et al. 1995). Im 
Gegensatz zu TtWS1 führte die Expression von TtWS3 fast ausschließlich zur Produktion von 28:1-WE 
und zeigte ein deutlich geringeres Spektrum an WS-Spezies. TtWS2 und TtWS4 exprimierende Hefen 
produzierten 60 bis 70 % ungesättigte WE, wobei die Kettenlängen-Spezifität von TtWS4 breiter war 
und ähnlich wie bei TtWS1 exprimierenden Kulturen von 26 bis 32 C-Atomen reichte, während in 
Zellen mit TtWS2 nur Kettenlängen von 26 bis 30 C-Atomen nachweisbar waren (Abbildung 43). 
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Abbildung 43: Analyse intakter Wachsester aus Δ2-TtWS1, -TtWS2, -TtWS3 und -TtWS4.  
Gaschromatographische Analyse von Wachsestern aus Gesamtlipidextrakten transgener Hefen, die unter 
Standardbedingungen TtWS1, TtWS2, TtWS3 bzw. TtWS4 exprimierten. Gezeigt sind jeweils ein entsprechendes 
Chromatogramm sowie die molaren Mittelwerte mit Standardabweichungen von zwei unabhängigen Aufarbeitungen.  
(1) 26:1-WE, (2) 26:0-WE, (3) 28:1-WE, (4) 28:0-WE, (5) 30:1-WE, (6) 30:0-WE, (7) 32:1-WE, (8) 32:0-WE, (9) 34:1-WE, (10) 
34:0-WE.  
Da die Analyse der intakten WE nur wenige Rückschlüsse über die Präferenzen für bestimmte 
Alkohol- oder Fettsäure-Spezies zuließ, wurden die WE isoliert, transmethyliert und die erhaltenen 
freien Fettalkohole und FAME gaschromatographisch identifiziert und quantifiziert.  
 
Abbildung 44: Gaschromatographische Analyse transmethylierter Wachsester aus Δ2-GgDGAT1-Hefekulturen.  
Die Abbildung zeigt beispielhaft ein GC-Chromatogramm und die molaren Mittelwerte mit Standardabweichung von drei 
unabhängigen Aufarbeitungen. (GC-Säule: Optima 5 MS) 
(1) 10:0-OH, (2) 12:0-OH, (3) 14:0-OH, (4) 16:1-FAME, (5) 16:0-FAME, (6) 18:1-FAME, (7) 18:0-FAME.  
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In den WE aus GgDGAT exprimierenden Kulturen konnten mittelkettige Alkohole mit 10 und 12 C-
Atomen Kettenlänge nachgewiesen werden (Abbildung 44). 80 % der identifizierten Fettsäuren 
waren ungesättigt, was der Analyse der intakten WE entspricht, bei der 26:1- und 28:1-WE als 
dominierende Spezies identifiziert wurden (Abbildung 41). Diese Spezies entstehen demnach durch 
die Veresterung von 10:0-OH mit 16:1-FS (26:1-WE), beziehungsweise von 10:0-OH mit 18:1-FS oder 
12:0-OH mit 16:1-FS (28:1-WE). In GgWS1 exprimierenden Hefen wurden in den WE Alkohole mit 
Kettenlängen zwischen 10 und 16 C-Atomen nachgewiesen, während GgWS2 exprimierende Hefen 
nur 12:0- und 14:0-OH enthielten (Abbildung 45). Hinsichtlich der Fettsäurereste dominierten in 
Hefezellen mit GgWS1 und GgWS2 einfach-ungesättigte Fettsäuren. Die Quantifizierung der 
extrahierten Komponenten zeigte, dass mehr Fettsäurereste als Fettalkohole nachgewiesen werden 
konnten. Dies könnte zum Einen auf einen Verlust an kurzkettigen Alkoholen wie 10:0-OH während 
der Aufarbeitung zurückzuführen sein, könnte aber auch auf der geringen endogenen Synthese von 
Sterylestern beruhen, deren Fettsäurereste mit den transmethylierten WE analysiert wurden. Die 
Quantifizierung der WE erfolgte daher über die Menge an nachgewiesenem Alkohol in der WE-
Fraktion. In GgWS1 exprimierenden Hefen konnten etwa 2,2 µmol WE pro g Frischgewicht 
nachgewiesen werden, dieser Wert lag in Δ2-GgDGAT1 bei etwa 1 µmol/g aber in Δ2-GgWS2 nur bei 
0,1 µmol/g. 
 
Abbildung 45: Gaschromatographische Analyse der transmethylierten Wachsester aus Δ2-GgWS1 und -GgWS2.  
Die Abbildung zeigt beispielhaft ein GC-Diagramm und die molaren Mittelwerte und Standardabweichungen von 2 
unabhängigen Aufarbeitungen. (GC-Säule: Optima225) 
(1) 10:0-OH, (2) 12:0-OH, (3) 14:0-OH, (4) 16:0-ME, (5) 16:1-ME, (6) 16:0-OH, (7) 18:0-ME, (8) 18:1-ME, (9) 22:1-ME 
(interner Standard).  
In den WE aus Hefen, welche eines der WS4-Proteine exprimierten, konnten 12:0- und 14:0-, aber 
kein 10:0-OH als Alkohole nachgewiesen werden, 70 % der Fettsäurereste waren ungesättigt, wobei 
mehr 16:1- als 18:1-FS vorlag (Abbildung 46). Diese Ergebnisse entsprechen nicht den Analysen der 
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intakten WE aus dem Gesamtlipidextrakt (Abbildung 42), bei dem weniger als 50 % der WE eine 
Doppelbindung enthielten. Zudem besaßen 15 bis 30 % der intakten WE eine Kettenlänge von 26 C-
Atomen, die aber nur aus der Kombination von 10:0-OH mit C16-Fettsäuren entstehen konnte. Dieser 
Unterschied deutet darauf hin, dass 10:0-OH, welches aufgrund seiner kurzen Kettenlänge leicht 
flüchtig ist, bei der Transmethylierung oder Extraktion verloren gegangen ist, insbesondere wenn nur 
geringe Lipidmengen analysiert wurden. Dies würde erklären, warum 10:0-OH in WE-Fraktionen aus 
Kulturen nachweisbar war, die mehr als 1 µmol WE/g Frischgewicht enthielten, aber nicht in solchen, 
die wie GgWS2 nur 0,1 µmol WE/g oder wie die WS4-Kulturen maximal 0,2 µmol/g Frischgewicht 
beinhalteten. Der Unterschied zwischen den Verhältnissen der gesättigten zu den ungesättigten 
Fettsäureresten, beziehungsweise der entsprechenden WE, könnte auf biologischen Schwankungen 
beruhen, eine unterschiedlich effiziente Extraktion der Lipide ist aber auch hier als mögliche Ursache 
nicht auszuschließen. Daher wurden im Folgenden routinemäßig die Lipidextraktionen aller 
Hefekulturen im Doppelansatz durchgeführt. 
 
Abbildung 46: Gaschromatographische Analyse der transmethylierten Wachsester aus Δ2-GgWS4, -AdWS4 und –TaWS4.  
Die Abbildung zeigt beispielhaft ein GC-Diagramm und die molaren Mittelwerte und Standardabweichungen von 2 
unabhängigen Aufarbeitungen. (GC-Säule: Optima 225) 
(1) 10:0-OH, (2) 12:0-OH, (3) 14:0-OH, (4) 16:0-ME, (5) 16:1-ME, (6) 16:0-OH, (7) 18:0-ME, (8) 18:1-ME, (9) 22:1-ME 
(interner Standard).  
Die Analyse der transmethylierten WE aus den Hefen, die Tetrahymena-Sequenzen exprimierten, 
zeigte Unterschiede im Fettsäure- und Fettalkohol-Muster (Abbildung 47). In TtWS1 und TtWS3 
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exprimierenden Kulturen waren Alkohole der Kettenlängen C10 bis C14 nachweisbar, während in 
TtWS2 und TtWS4 exprimierenden Kulturen zusätzlich 16:0-OH enthalten war. Die TtWS3-Expression 
zeigte hierbei von allen transgenen Hefekulturen die größte Spezifität, da 12:0-OH etwa 90 % der 
Alkoholreste ausmachte, während in den anderen Kulturen der 12:0-Gehalt bei etwa 50 % lag. Die 
Fettsäurespektren, in denen 16:1- und 18:1-FS dominierten, waren dagegen recht ähnlich. Lediglich 
TtWS1-Kulturen wiesen mit 20 % etwas höhere Gehalte an gesättigten FS-Resten auf als die übrigen 
TtWS-Kulturen, deren Gehalt bei maximal 20 % lag (Abbildung 47). 
 
Abbildung 47: Gaschromatographische Analyse der transmethylierten Wachsester aus Δ2-TtWS1, -TtWS2, -TtWS3 und –
TtWS4.  
Die Abbildung zeigt für jede Kultur beispielhaft ein GC-Diagramm und die Mittelwerte und Standardabweichungen von 2 
unabhängigen Aufarbeitungen. (1) 10:0-OH, (2) 12:0-OH, (3) 14:0-OH, (4) 16:0-ME, (5) 16:1-ME, (6) 16:0-OH, (7) 18:0-ME, 
(8) 18:1-ME, (9) 22:1-ME (interner Standard). (GC-Säule: Optima 225) 
Bezüglich der Menge enthielten abgesehen von TtWS3 exprimierenden Hefen (0,3 µmol WE/g FG) 
alle Kulturen hohe Mengen an WE. In TtWS2 exprimierenden Kulturen konnten 3,8 µmol, in TtWS1 
5 µmol/g und in TtWS4 exprimierenden Kulturen 9,3 µmol WE pro g Frischgewicht nachgewiesen 
werden. 
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Obwohl generell die Supplementierung mit dem Gemisch an Fettalkoholen die höchsten WE-
Ausbeuten lieferte, konnte insbesondere bei Kulturen von Δ2-GgWS2 die Produktion durch die 
gleichzeitige Zugabe von Fettalkoholen und Fettsäuren gesteigert werden. Dabei wurde 14:0-FS 
zugesetzt, da diese in S. cerevisiae nur in geringen Mengen vorlag und nicht toxisch war (Gill und 
Ratledge 1972; van der Rest et al. 1995). Tabelle 32 gibt die Mengen der produzierten WE-Spezies bei 
gleichzeitiger Supplementierung mit 0,5 M 14:0-Alkohol und -Fettsäure, sowie bei gleichzeitiger 
Zugabe von 0,5 M 14:0- und 16:0-Fettalkohol und -Fettsäure wieder. Dabei wird deutlich, dass die 
WE-Produktion von GgWS2 exprimierenden Kulturen deutlich gesteigert werden konnte im 
Gegensatz zu den erhaltenen 100 nmol/g bei alleiniger Zugabe des Alkohol-Gemisches. 
Tabelle 32: Vergleich der WE-Produktion in Δ2-GgWS2 und -GgWS4 bei Supplementierung mit den angegebenen 
Fettsäuren und Fettalkoholen.  
Alle Angaben sind in nmol WE pro g Frischgewicht dargestellt und wurden gaschromatographisch ermittelt, ausgehend 
von Gesamtlipidextrakten aus Kulturen nach 48 h Induktion mit den angegebenen Supplementen. 
WE-Spezies 
Δ2-GgWS2 Δ2-GgWS4 
+ 0,5 M 14:0- 
OH und -FS 
+ 0,5 M 14:0- und 
16:0-OH und -FS 
+ 0,5 M 14:0- 
OH und -FS 
+ 0,5 M 14:0- und 
16:0-OH und -FS 
28:0-WE 394,5 139,3 154,4 441,0 
30:1-WE 49,6 21,0 5,8 0 
30:0-WE 38,7 197,8 22,0 337,5 
32:0-WE 59,2 152,1 29,1 144,0 
Gesamtproduktion 
[nmol WE/g FG] 
542,0 510,2 211,3 922,5 
 
Bei den DC-Analysen der Lipidextrakte aus den verschiedenen transgenen Hefekulturen waren neben 
den WE meist auch TAG-Spezies nachweisbar, die nicht nur in Kulturen ohne exogene Zugabe von 
Alkoholen, sondern auch in Gegenwart von Alkoholen im Medium synthetisiert wurden (Abbildung 
38). Nur die Expression von GgWS2, GgDGAT1 und TtWS1 führte zur Produktion von WE, aber nicht 
von TAG, so dass diese Proteine in vivo als monofunktionale WS angesehen werden konnten.  
Die von den bifunktionalen WS-Enzymen in Hefezellen gebildeten TAG-Spezies zeigten 
Fettsäurespektren (Abbildung 48), die denen der entsprechenden WE meist sehr ähnlich waren 
(Abbildung 46 und Abbildung 47). In GgWS1 exprimierenden Hefen waren etwa 250 nmol TAG pro g 
Frischgewicht enthalten, während die TAG-Produktion der Hefekulturen mit einem der drei Vogel-
WS4-Proteine bei 500 nmol/g lag. Mit Ausnahme von TtWS1 enthielten alle TtWS exprimierenden 
Kulturen hohe Gehalte an TAG, die in TtWS2- und TtWS3-Kulturen etwa 1 µmol/g und in TtWS4-
Kulturen sogar 2,5 µmol TAG pro g Frischgewicht erreichten.  
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Abbildung 48: Gaschromatographische Analyse der transmethylierten Triacylglycerole aus Δ2-Kontrolle, -TtWS2, -TtWS3 -
TtWS4, -GgWS1, -GgWS4, -AdWS4 und -TaWS4. (GC-Säule: Optima 225) 
Die Abbildung zeigt für jede Kultur ein charakteristisches GC-Diagramm. (1) 14:0-ME, (2) 16:0-ME, (3) 16:1-ME, (4) 18:0-
ME, (5) 18:1-ME, (6) 22:1-ME (interner Standard).  
3.5.3 Coexpression von GgFAR1 mit Wachs-Synthasen 
GgFAR1 ist eine Acyl-CoA Reduktase, die im Rahmen ihrer Dissertation von Janine Hellenbrand aus 
dem Huhn kloniert wurde. Dieses Enzym reduziert aktivierte Fettsäuren zu den entsprechenden 
Fettalkoholen (Hellenbrand et al. 2011) und wird in S. cerevisiae funktional exprimiert, wobei es zu 
hohen Produktionen insbesondere von 16:0-OH führt. Um zu überprüfen ob die Coexpression einer 
FAR mit einer WS ohne Supplementierung des Mediums mit Fettalkoholen zur Synthese von WE 
führte, wurden transgene Hefen hergestellt, welche GgFAR1 und verschiedene WS-Sequenzen auf 
unabhängigen Vektoren beinhalteten. Des Weiteren sollten diese Versuche zeigen, ob die transgene 
Produktion von Fettalkoholen in den Zellen die Synthese von WE steigern kann und ob die teilweise 
nur geringen Produktmengen auf eine schlechte Aufnahme insbesondere langkettiger Alkohole 
zurückzuführen sind.  
Um neben 16:0-OH auch kürzerkettige Fettalkohole in den Zellen produzieren zu können, wurden die 
Kulturen mit 250 µM 14:0-FS supplementiert, was auch zur Bildung von 14:0-OH führte. Das 
Chromatogramm in Abbildung 49A zeigt, dass die Lipide aus GgWS4 oder TtWS3 coexprimierenden 
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Hefen WE und TAG enthielten, während in Extrakten des Kontrollstammes der nur GgFAR1 
exprimierte neben den aus dem Medium aufgenommenen und den endogenen Fettsäuren nur 
Fettalkohole nachweisbar waren. Auch weitere Coexpressionen mit anderen WS-Sequenzen führten 
nicht zur Bildung von Reservelipiden, obwohl durch Plasmid-Reisolationen und dauerhaften 
Selektionsdruck abgesichert wurde, dass alle Hefen die richtigen Plasmide enthielten.  
 
Abbildung 49: Lipidanalyse transgener Hefe-Kulturen, die GgFAR1 mit GgWS4 und TtWS3 coexprimierten.  
Die Lipidextrakte der transgenen Hefen sind in A dargestellt, während B die gaschromatographische Analyse der TAG- 
und WE-Banden zeigt. Die Coexpression von GgFAR1 und GgWS4 führte zur Bildung von 0,7 µmol WE und 0,5 µmol TAG 
pro g Frischgewicht, bei GgFAR1 TtWS3 wurden 1,1 µmol WE und 0,8 µmol TAG pro g erzeugt. 
Die Gesamtmenge an produzierten WE lag bei der Coexpression von GgFAR1 und GgWS4 bei etwa 
0,7 µmol/g Frischgewicht, während die Supplementierung von Δ2-GgWS4 mit 10:0- bis 18:0-OH 
lediglich zu einer Ausbeute an 0,2 µmol/g führte. Vergleichbare Werte wurden nur bei der Zugabe 
von 14:0- und 16:0-Alkoholen und Fettsäuren während der Induktion beobachtet. Die Coexpression 
von GgFAR1 mit TtWS3 führte zur Bildung von 1,1 µmol WE pro g Zellfrischgewicht, während die 
Supplementierung von Δ2-TtWS3 zur Produktion von nur 0,3 µmol/g führte. Dies zeigte, dass die 
Coexpression zu einer höheren WE-Bildung führte als die Supplementierung mit dem Alkoholgemisch, 
zumindest im Falle von GgWS4 jedoch vergleichbar war mit der Ausbeute bei zusätzlicher Zugabe von 
Fettsäuren.  
Die Analyse der WE-Banden zeigte, dass in beiden Stämmen hauptsächlich 16:0-OH und in 
geringerem Maße auch 14:0- und 18:0-OH mit 16:1- oder 18:1-Fettsäuren verestert waren. Das 
Fettsäure-Spektrum der TAG entsprach im Wesentlichen dem der WE (Abbildung 49). 
Interessanterweise zeigt diese Analyse, dass GgWS4 und TtWS3 auch längerkettige Fettalkohole 
verestern können, obwohl die einzelnen Expressionen darauf keine Hinweise lieferten (Abbildung 46 
und Abbildung 47). Dies lässt vermuten, dass die Aufnahme langkettiger Alkohole durch S. cerevisiae 
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nur schlecht funktioniert, so dass die intrazelluläre Konzentration für die Synthese von WE nicht 
ausreichend ist.  
Warum nicht alle WS-Enzyme mit GgFAR1 coexprimiert werden konnten, bleibt unklar. Eventuell 
waren die Expressionsbedingungen nicht optimal für die Coexpression, was zu einer Hemmung der 
Genexpression auf Transkriptions- oder Translationsebene führte. Einige Kulturen zeigten zudem 
nach der Induktion eine starke Wachstumshemmung, wodurch nicht ausreichend Zellmaterial für die 
Analyse erzeugt werden konnte. Möglicherweise waren auch nur GgWS4 und TtWS3 mit GgFAR1 
colokalisiert, so dass es in diesen Kulturen zu einer effizienten WE-Synthese kam. Allerdings muss 
auch der Transport der Alkohole in den Hefezellen möglich sein, da exogen zugesetzte Alkohole 
ebenfalls zu den WS-Proteinen gelangen konnten.  
Die Coexpression von FAR- und WS-Sequenzen wurde bereits für die Jojoba-FAR mit der 
Acinetobacter WS/DGAT in rekombinaten E. coli und der FAR und WS aus Euglena in der S. cerevisiae 
Δ4-Mutante beschrieben (Kalscheuer et al. 2006; Teerawanichpan und Qiu 2010). In beiden Fällen 
kam es zur Produktion von WE ohne Zugabe von Fettalkoholen ins Medium, was auf die 
Funktionalität der Coexpression hinweist.  
Obwohl die Fütterungsversuche (siehe 3.5.1) darauf hindeuteten, dass die untersuchten WS-Proteine 
in vivo eine Präferenz für 12:0-OH besitzen, konnten durch Coexpressionen auch längerkettige WE 
synthetisiert werden. Eventuell würde allerdings die Coexpression mit anderen FAR-Enzymen, welche 
wie die FAR aus Euglena gracilis (Teerawanichpan und Qiu 2010) oder aus Marinobacter (Hofvander 
et al. 2011; Willis et al. 2011) höhere Produktionen von mittelkettigen Alkoholen wie 12:0- oder 14:0-
OH katalysieren, noch höhere WE-Ausbeuten liefern, diese Annahme muss jedoch noch überprüft 
werden. 
3.5.4 Vergleich der in vivo Resultate 
Die Expressionsversuche zeigten, dass fast alle WS-Sequenzen in S. cerevisiae funktional exprimiert 
werden konnten und zur Bildung unterschiedlicher Mengen und Verhältnisse an Speicherlipiden 
führten. Der Vergleich der Lipidproduktion in den transgenen Hefestämmen zeigte, dass die 
Expression von TtWS1, TtWS2 und TtWS4 zu den höchsten Lipidmengen führte, gefolgt von GgWS1 
und GgDGAT1 (Abbildung 50). Die Expression von GgWS5 hatte keinen Einfluss auf die Speicherlipid-
Bildung. Ob das Protein mit den zur Verfügung stehenden Substraten inaktiv war, keine WS- oder 
DGAT-Aktivität besitzt oder in Hefe nicht funktional exprimiert wurde, konnte nicht geklärt werden.  
In den Hefen, welche GgWS2, GgDGAT1 und TtWS1 exprimierten, waren kaum TAG nachweisbar und 
auch GgWS1 exprimierende Hefen enthielten deutlich mehr WE als TAG. Diese Proteine verliehen 
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S. cerevisiae WS-Aktivität und es handelt sich bei diesen Enzymen folglich um weitgehend 
monofunktionale Wachs-Synthasen. Im Gegensatz dazu waren in GgWS4, AdWS4, TaWS4, TtWS2, 
TtWS3 und TtWS4 exprimierenden Hefestämmen neben den WE deutliche Mengen an TAG 
nachweisbar (Abbildung 50), diese sechs Proteine sind daher bifunktionale Enzyme des WS/DGAT-
Typs.
 
Abbildung 50: Vergleich der maximalen WE- und TAG-Produktion in transgenen Hefen aus unterschiedlichen 
Expressionen.  
Dargestellt sind die Lipidausbeuten an WE und TAG aus den Expressionen mit Zugabe von 125 µmol 10:0- bis 18:0-OH 
(10-18), 500 µM 14:0- und 16:0-Alkohol und Fettsäure (14+16) und aus den Coexpressionen mit GgFAR1. Die angegebene 
Lipidmenge entspricht der maximal erreichten Ausbeute in µmol WE oder TAG pro g Frischgewicht. 
Insbesondere die Konstrukte mit den Sequenzen aus T. thermophila zeigten in vivo eine hohe 
Aktivität, wobei teilweise mehr als 9 µmol WE und 2 µmol TAG pro g Frischgewicht in den Zellen 
gebildet wurden, bei GgWS1 und GgDGAT1 exprimierenden Stämmen waren immerhin noch 1 bis 
2 µmol WE pro g nachweisbar (Abbildung 50). Die Zugabe von einem Gemisch von Fettsäuren und 
Fettalkoholen der Kettenlänge von 14 und 16 C-Atomen zum Medium konnte die WE-Bildung in 
GgWS2 oder GgWS4 exprimierenden Hefekulturen steigern. Auch die Coexpression von GgWS4 oder 
TtWS3 mit der FAR1 aus dem Huhn führte bei gleichzeitiger Supplementierung mit 14:0-Fettsäure zu 
einer höheren WE-Produktion im Vergleich zur alleinigen Zufütterung mit Fettalkoholen. Dieser 
Effekt könnte teilweise auf der Zugabe von 14:0-FS beruhen, wodurch der intrazelluläre Gehalt dieser 
Fettsäure, die ansonsten nur in sehr geringen Mengen in S. cerevisiae enthalten ist (van der Rest et al. 
1995), gesteigert wurde.  
Generell zeigten alle hier untersuchten Expressionsstämme sehr ähnliche Produkte, in denen 
größtenteils Fettalkohole von C10 bis C14 mit den endogenen Fettsäuren verestert waren. S. cerevisiae 
enthält 60 % 16:1- und 18:1- und zu einem geringeren Anteil 16:0- und 18:0-Fettsäuren (van der Rest 
et al. 1995). Durch die Zufuhr exogener, kürzerer Fettsäuren ließ sich dieses Spektrum erweitern, 
wobei beachtet werden musste, dass kürzere Fettsäuren, insbesondere 10:0- und 12:0-FS, toxisch auf 
Hefen wirken (Samson et al. 1955; Hundová und Fencl 1977). Zudem mussten exogene Fettsäuren 
durch die Hefen aufgenommen und vor der Integration in Lipide durch Acyl-CoA Synthasen aktiviert 
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werden und konnten dann auch den endogenen Elongasen als Substrat dienen. Auch die geringen 
Variationen in den Alkohol-Resten ließen sich vermutlich teilweise auf die Versuchsbedingungen 
zurückführen. Octadecanol ist aufgrund der längeren Carbonkette wesentlich hydrophober als 
Decanol und somit im wässrigen Kulturmedium schlechter löslich. Dieser Aspekt in Kombination mit 
der vermutlich unterschiedlichen Aufnahmerate durch die Hefezellen könnte ein Grund für die 
Präferenz der mittellangen Alkohole in den WE sein. Diese Annahme wird durch die Veresterung von 
16:0- und 18:0-OH durch GgWS4 und TtWS3 in den Coexpressionen gestützt. Zudem könnte die hohe 
Flüchtigkeit von 10:0-OH ein Grund dafür sein, warum dieser in den transmethylierten WE nur in 
geringem Maße detektiert werden konnte, aufgrund der Analyse der intakten Wachse jedoch in 
größeren Mengen von den verschiedenen Enzymen für die WE-Synthese genutzt wurde.  
Des Weiteren könnte die unterschiedliche Codon-Verwendung von S. cerevisiae und G. gallus ein 
Problem darstellen und ein Grund für die relativ niedrigen Lipidausbeuten sein. Insgesamt lieferten 
die Expression der Sequenzen die höchsten Lipid-Ausbeuten, deren Codon-Verwendung an die 
Expression in Brassica napus angepasst war.Es ist daher möglich, dass unterschiedliche Codon-
Präferenzen zwischen den Vögeln und Hefe zu einer geringen Proteinproduktion und somit einer 
geringeren Produktausbeute führten. Die Analyse der verwendeten Codons zeigte, dass sich die 
präferierten Triplets in Hefe und Huhn teilweise unterscheiden, wie bei den Triplets GCC, GGC, TGG, 
CTG oder GTG (Tabelle 34, Seite 158), wodurch es zu einer reduzierten Translation und Proteinmenge 
kommen kann. Ob dies tatsächlich ein Grund für die geringen Wachs-Ausbeuten ist, lässt sich anhand 
der vorliegenden Daten nicht feststellen, könnte jedoch durch die Sequenzanpassung und 
Expressionsanalyse weitere WS-Sequenzen aus dem Huhn im Vergleich zu den nativen Sequenzen 
festgestellt werden. 
3.5.5 Lokalisationsstudien 
Aus den Leserahmen von GgWS4 und TtWS1 wurden EGFP-Fusions-Konstrukte hergestellt und zur 
Lokalisation in S. cerevisiae exprimiert. Im Vergleich zum Kontrollstamm, in dem der GFP-Leervektor 
pAG426GAL-EGFP exprimiert wurde, zeigten die Expressionen der Fusionsproteine andere 
Fluoreszenzlokalisationen. Wie in Abbildung 51 dargestellt, wies der Kontrollstamm eine relativ 
homogene Fluoreszenz auf, die sich über die gesamte Zelle ausbreitete. In den Hefen mit den 
Fusionskonstrukten von GgWS4 und TtWS1 war die Fluoreszenz nur in bestimmten Bereichen der 
Zellen detektierbar. Dieses Fluoreszenzmuster war in beiden Zellstämmen identisch, allerdings nur in 
sehr wenigen Zellen der Kultur vorhanden, was auf eine sehr geringe Expression oder Stabilität des 
Fusionsproteins hindeutet.  
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Abbildung 51: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von transgenen Hefen mit EGFP-Fusionsproteinen bei 400-facher 
Vergrößerung.  
Die Hefezellen wurden 48 h ohne Zugabe von Alkoholen inkubiert um die Proteinexpression zu induzieren. Anschließend 
wurden die Zellen geerntet, gewaschen und mikroskopiert. 
Der Vergleich der erhaltenen fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen mit Datenbank-Bildern (Yeast 
Protein Localization Database, YPL.db der Uni Graz) (Habeler et al. 2002) zeigte, dass es sich 
möglicherweise um eine Fluoreszenz im ER und den Lipidpartikeln handeln könnte. Da es nicht 
gelang, eine Zelle mit ausreichend starker GFP-Fluoreszenz mit ER- oder Mito-Tracker zu markieren, 
war die Überlagerung der Fluoreszenz zur Bestimmung der Lokalisation nicht möglich. Der Vergleich 
mit den humanen Proteinen mit WS-Aktivität, HsAWAT2 und HsDGAT1, und der WSD1 aus 
Arabidopsis, welche alle im ER nachgewiesen wurden (Cheng und Russell 2004; Li et al. 2008; McFie 
et al. 2010), lässt vermuten, dass sich auch die hier untersuchten WS-Proteine im ER befinden. 
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3.6 Charakterisierung der Enzymaktivitäten über Assays 
Zur Charakterisierung der Enzymaktivitäten und Spezifitäten wurde ein in vitro Testsystem etabliert, 
in dem der Umsatz von radioaktiv markierten Acyl-CoA-Thioestern mit verschiedenen Acyl-
Akzeptoren untersucht werden konnte. Dazu wurden Membranen aus Hefen, welche die 
verschiedenen Leserahmen exprimierten, isoliert und als Enzymquelle eingesetzt.  
3.6.1 Optimierungen der Assay-Bedingungen 
Ausgehend von dem von Stöveken et al. (Stöveken et al. 2005) beschriebenen WS/DGAT-Assay 
wurde der WS-Assay für die vorliegenden Enzyme optimiert. Dazu wurden Palmitoyl-CoA-Thioester 
als Acyl-Donor und Decanol als Acyl-Akzeptor verwendet. Als Enzymquelle dienten die Membranen 
der TtWS1 und GgWS4 exprimierenden Hefestämme. 
Als Puffer-System wurde BIS-TRIS-Propan (BTP) gewählt, da dieses den pH-Wert über einen breiten 
pH-Bereich von 6,5 bis 9,4 stabilisiert, die Verwendung anderer Puffer-Substanzen wie Bicin oder 
CHES führte zu geringeren WS-Aktivitäten als BTP-Puffer beim gleichen pH-Wert. Der optimale pH-
Wert lag in 10 mM BTP-Puffer bei pH 9,0 (Abbildung 52A), höhere Pufferkonzentrationen reduzierten 
die Enzymaktivität. TtWS1 exprimierende Membranen zeigten ein breiteres pH-Optimum als GgWS4 
exprimierende Membranen, welches zwischen 8,5 und 9,4 lag. Eine erhöhte nicht-enzymatische 
Hintergrundaktivität bei pH-Werten über 8 (Cheng und Russell 2004) konnte nicht bestätigt werden, 
allerdings kam es auch in den Reagenzienblindwerten (RBW) zu einer Abspaltung des Coenzyms A 
vom Acylrest (Abbildung 57).  
 
Abbildung 52: Optimierung des pH-Wertes und der Salzkonzentration in WS-Assays.  
A zeigt die WS-Aktivität in Abhängigkeit von dem pH-Wert des 10 mM BTP-Puffers, B zeigt den Effekt der Zugabe 
verschiedener Salzkonzentrationen auf die WS-Aktivität. Als Enzymquelle wurden Membranen von GgWS4 und TtWS1 
exprimierenden Hefen eingesetzt, die Assays wurden mit 13 µM 16:0-CoA und 300 µM 10:0-OH mit 20 min Inkubation 
bei 35 °C durchgeführt, wenn nicht anders angegeben wurden die Assays in 10 mM BTP-Puffer pH 9,0 durchgeführt. 
100 % Aktivität entspricht der WS-Aktivität in den jeweiligen Membranen bei pH 9,0 (A), beziehungsweise ohne 
Salzzugabe (B). Bei den angegebenen Werten handelt es sich um Mittelwerte und Standardabweichungen paralleler 
Assays aus einer Membranpräparation. 
Die Zugabe von monovalenten Salzen wie KCl hatte keinen Einfluss auf die Enzymaktivität, während 
die Zugabe von MgCl2 oder MnCl2 bei Konzentrationen von 5 mM zu einer Reduktion der 
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Enzymaktivität auf unter 80 % beziehungsweise 40 % der ursprünglichen Aktivität führte (Abbildung 
52B). Daraus musste gefolgert werden, dass divalente Kationen die Aktivität der Wachs-Synthase in 
höheren Konzentrationen hemmen. Diese Hemmung wurde bereits bei der humanen AWAT2 
beobachtet, die bei Magnesiumkonzentrationen über 3 mM inhibiert wurde (Cheng und Russell 
2004). Diese Inhibition lässt sich jedoch nicht auf alle DGAT2-verwandten Enzyme übertragen, da 
sowohl die murine als auch die humane DGAT2 bei Konzentrationen von 100 mM MgCl2 effektiv 
gehemmt werden, die höchste Enzymaktivität jedoch bei 5 bis 20 mM MgCl2 nachgewiesen werden 
konnte (Cases et al. 2001). 
Die Zugabe von 0,01 mg/ml (w/v) bovinem Serumalbumin hatte bei einer 16:0-CoA Konzentration 
von 13 µM keinen Effekt auf die Enzymaktivität, führte jedoch ab einer Konzentration von 0,1 mg/ml 
(w/v) zu einer Reduktion der Aktivität auf unter 40 % (Abbildung 53A). Dies ist eventuell auf eine 
Bindung der Acyl-CoA-Thioester oder Acyl-Akzeptoren zurückzuführen. 
 
Abbildung 53: Einfluss von BSA (A) und Detergentien (B) auf die WS-Aktivität. 
Die Assays wurden mit Membranen aus GgWS4 exprimierenden Hefen mit 13µM 16:0-CoA und 300 µM 10:0-OH in 
10 mM BTP-Puffer pH 9,0 durchgeführt und 20 min bei 35 °C inkubiert, 100 % entspricht der WS-Aktivität ohne Zugabe 
von BSA oder Detergenz. Bei den angegebenen Werten handelt es sich um Mittelwerte und Standardabweichungen 
paralleler Assays aus einer Membranpräparation. 
Die WS-Aktivität war sehr empfindlich gegenüber Detergentien. Schon die Zugabe von 0,01 % (w/v) 
Dodecylmaltosid reduzierte die Enzymaktivität auf 40 %, während 0,1 % Detergenz die 
Enzymaktivität fast vollständig hemmte (Abbildung 53B). Da diese geringen Konzentrationen nicht für 
die Zerstörung der Membranintegrität verantwortlich sein können, ist es möglich, dass ein bislang 
unbekannter Cofaktor von dem Enzym gelöst wird oder dass Detergentien die benötigte 
Wechselwirkung der Substrate mit dem Enzym inhibieren. 
Die Untersuchung der Abhängigkeit der WS-Aktivität von den Substratkonzentrationen zeigte, dass 
die höchsten WS-Aktivitäten mit Membranen aus GgWS4 und TtWS1 exprimierenden Hefezellen 
erreicht wurden, wenn 13 bis 16 µM 16:0-CoA und 300 bis 400 µM 10:0-OH als Substrate eingesetzt 
wurden (Abbildung 54). Obwohl in der stöchiometrischen Reaktion äquimolare Mengen an Acyl-
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Akzeptor und -Donor miteinander reagieren, muss der Akzeptor in starkem Überschuss zugegeben 
werden, um hohe Aktivitäten zu erhalten. Dieses Verhältnis findet sich auch in anderen WS-Assays 
(Stöveken et al. 2005; King et al. 2007) und beruht vermutlich auf der schlechten Löslichkeit der 
langkettigen Alkohole im wässrigen Milieu des Assays. 
 
Abbildung 54: Optimierung der Substratkonzentrationen des Wach-Synthase Assays.  
Die Assays wurden mit Membranen aus GgWS4 und TtWS1 exprimierenden Hefen in 10 mM BTP-Puffer pH 9,0 für 20 min 
bei 35 °C inkubiert, 100 % entspricht der ermittelten WS-Aktivität mit den jeweiligen optimalen Palmitoyl-CoA (A) oder 
Decanol (B) Konzentrationen. Die CoA-Abhängigkeit wurde in Gegenwart von 300 µM 10:0-OH untersucht, die OH-
Abhängigkeit in Gegenwart von 13 µM 16:0-CoA. Bei den angegebenen Werten handelt es sich um Mittelwerte und 
Standardabweichungen paralleler Assays aus einer Membranpräparation. 
Für alle folgenden Enzymtests enthielt der Assay 13 µM Acyl-Donor, 300 µM Acyl-Akzeptor, 10 mM 
BTP-Puffer, pH 9,0. Unter diesen Bedingungen war die Bildung der WE mit 3 µg Membranprotein für 
20 min bei 35 °C linear, während die Bildungsrate von TAG schon nach 5 min deutlich abnahm 
(Abbildung 55). Dieses unterschiedliche Verhalten beruht vermutlich darauf, dass die Fettalkohole als 
Substrate der WS-Aktivität zugefügt wurden, während nur endogene Diacylglycerole für die TAG-
Synthese verfügbar waren. 
 
Abbildung 55: Abhängigkeit der Produktbildung von der Inkubationszeit.  
Die Assays wurden mit Membranen aus GgWS4 exprimierenden Hefen als Enzymquelle (3 µg Protein) im Doppelansatz 
mit 13 µM 16:0-CoA und 300 µM 10:0-OH in 10 mM BTP-Puffer, pH 9,0, durchgeführt, die Inkubationszeit betrug 20 min 
bei 34 °C. Bei den angegebenen Werten handelt es sich um Mittelwerte und Standardabweichungen paralleler Assays aus 
einer Membranpräparation. 
Zusätzlich wurde die Abhängigkeit der Produktbildung von der eingesetzten Masse an 
Membranprotein untersucht. Mit Membranen aus allen analysierten Hefen wurde die WE-Bildung 
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analysiert, wobei sich zeigte, dass eine direkte Abhängigkeit bei Einsatz von bis zu 2 beziehungsweise 
4 µg Protein in Abhängigkeit von den jeweils verwendeten Membranen gegeben war (Abbildung 56).  
 
Abbildung 56: Abhängigkeit der Produktbildung von der eingesetzten Proteinmenge.  
Unter Standardbedingungen (13 µM 16:0-CoA, 300 µM 10:0-OH, 10 mMBTP, pH 9,0, 35 °C, 20 min) wurden 
unterschiedliche Mengen an Membranprotein der jeweiligen transgenen Hefen als Substratquelle eingesetzt. Die Tabelle 
gibt die maximalen WE-Bildungsraten in fmol/min an, die in der Berechnung der relativen Produktbildung 100 % 
entsprechen. Bei den angegebenen Werten handelt es sich um Mittelwerte und Standardabweichungen paralleler Assays 
aus einer Membranpräparation. 
Während bei den Membranen mit GgWS2, TaWS4, TtWS2 und TtWS4 die Produktausbeute nur bis 
zum Einsatz von 2 µg Protein linear war, wurde Proteinlinearität bei den anderen Membranen noch 
bei Einsatz von 4 µg Protein erreicht (Abbildung 56), bei Einsatz höherer Proteinkonzentrationen im 
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Assay nahm die spezifische WS-Aktivität ab, wie es bei den Abhängigkeiten von GgWS2 und TaWS4 
gut zu sehen ist. Die Bestimmung der linearen Bereiche war notwendig, um die jeweils 
einzusetzenden Proteinmassen zu bestimmen, damit alle Assays mit gleichen Inkubationszeiten unter 
nicht-limitierenden Substratmengen durchgeführt werden konnten. 
3.6.2 Analyse der WS-Proteine aus Vögeln und Tetrahymena 
Die in vitro Analyse der verschiedenen WS-Proteine zeigte deutliche Unterschiede bezüglich der 
Aktivitäten der Proteine. Die chromatographische Auftrennung der lipophilen Produkte aus den 
verschiedenen Enzymtests zeigte, dass in allen Hefemembranen Thioesterase-Aktivität vorhanden 
war, die markierte Fettsäuren aus den Acyl-CoA-Thioestern freisetzte (Abbildung 57). Neben den 
freien Fettsäuren waren in Assays mit Membranen aus GgWS1 oder GgWS2 exprimierenden Hefen 
WE nachweisbar, während bei Assays mit allen anderen transgenen Hefemembranen 
unterschiedliche Mengen an WE und TAG gebildet wurden (Abbildung 57). Eine geringere WS-
Aktivität konnte zudem auch in den Hefemembranen des Kontrollstammes nachgewiesen werden. 
Ausgehend von diesem ersten Versuch konnten die verschiedenen Funktionalitäten der Proteine 
dargestellt werden, die auch in Abbildung 56 veranschaulicht werden. Während GgWS1 und GgWS2 
in vitro monofunktional waren und nur Wachs-Synthase Aktivität zeigten, konnte in TtWS1 
exprimierenden Membranen deutlich stärkere WS als DGAT-Aktivität nachgewiesen werden. In 
Membranen von GgWS4, AdWS4, TaWS4, TtWS2, TtWS3 oder TtWS4 exprimimierenden Hefen 
wurden unterschiedliche Verhältnisse an WE- und TAG-Biosynthese beobachtet, teilweise überstieg 
dabei die TAG- die WE-Produktion.  
 
Abbildung 57: Radioluminogramm lipophiler Produkte aus in vitro WS-Assays.  
Die Assays wurden mit Membranen des Kontrollstammes (Leervektor) und der jeweiligen Expressionsstämme mit 10:0-
OH und 16:0-CoA unter Standard-Bedingungen, allerdings mit unterschiedlichen Proteinmengen, die alle im linearen 
Bereich lagen, durchgeführt. Der Reagenzien-Blindwert (RBW) enthält alle Assaykomponenten abgesehen von dem 
Protein, die freien Fettsäuren entstanden durch nicht-enzymatische Abspaltung des Coenzym A vom Thioester. Das 
dargestellte Chromatogramm ist repräsentativ für die durchgeführten Versuche. 
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Zum Vergleich mit der Kontrolle wurden die spezifischen Aktivitäten der jeweiligen Membranen 
bestimmt. Durch den Bezug zur eingesetzten Proteinmasse wurden die unterschiedlichen Aktivitäten 
der jeweiligen Proteine deutlich (Abbildung 58), wobei insbesondere die Membranen mit TtWS2 und 
TtWS4 hohe Aktivitäten von bis zu 600 pmol*mg-1*min-1 besaßen. Die Standardabweichung ist 
teilweise sehr hoch, da in unterschiedlichen Membranpräparationen unterschiedliche Aktivitäten 
gemessen wurden. Dies liegt vermutlich an den unterschiedlichen Expressionsstärken in den Zellen. 
Da keine aufgereinigten Proteine verwendet wurden und auch die Bestimmung der Proteinmenge 
über Western Blot nicht möglich war, konnte die Aktivität nur bezogen auf den Proteingehalt der 
Membranen angegeben werden und zeigte daher die angegebenen Abweichungen (Abbildung 58). 
GgDGAT1 und GgWS5 zeigten nur geringe WS-Aktivitäten, die nahe der Aktivität in den Kontrollen 
lagen. Da auch mit anderen Substraten keine höheren Aktivitäten erzielt werden konnten, wurden 
mit diesen Proteinen keine weiteren Untersuchungen durchgeführt.  
 
Abbildung 58: Spezifische Acyltransferase-Aktivitäten von transgenen Hefemembranen.  
Bei den dargestellten Werten handelt es sich um die absoluten spezifischen WS- und DGAT-Aktivitäten, die mit 
Membranen aus den jeweiligen transgenen Hefen unter Standardbedingungen mit 10:0-OH und 16:0-CoA ermittelt 
wurden. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von mindestens 2 unabhängigen Präparationen, 
alle Aktivitäten wurden in Doppelwerten bestimmt.  
Um weitere Informationen über die Acyl-CoA- und Alkohol-Spezifitäten zu erhalten, wurden 
verschiedene Acyl-Akzeptoren und markierte Thioester als Substrat angeboten. Dabei wurden 
zunächst geradkettige Acyl-Donatoren mit Kettenlängen zwischen 10 und 18 C-Atomen untersucht. 
Abbildung 59 zeigt die ermittelten relativen WS- und DGAT-Aktivitäten der untersuchten Proteine in 
Assays mit Decanol als Acyl-Akzeptor. Deutlich wird auch hier die Monofunktionalität von GgWS1 
und GgWS2, während alle anderen Proteine sowohl WE als auch TAG in unterschiedlichen 
Verhältnissen produzierten. Zudem fällt auf, dass keines der untersuchten Proteine 10:0- oder 12:0-
CoA als Substrat verwendet.  
GgWS1, GgWS2 sowie die WS4 Proteine aus der Eule und der Gans zeigten höhere WS-Aktivitäten 
mit 16:0-CoA als mit allen anderen Thioestern, während GgWS4 die gleiche WS-Aktivität mit 14:0- 
und 18:0-CoA aufwies wie mit 16:0-CoA. TtWS1 und TtWS2 zeigten höhere WS-Aktivitäten mit 14:0-
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CoA, während TtWS4 die höchste WS-Aktivität mit 18:0-CoA besaß. TtWS3 konnte als einziges 
untersuchtes Protein auch 18:1-CoA in hohen Mengen umsetzen. Dieses Enzym besaß mit 14:0-CoA, 
16:0-CoA und 18:1-CoA die gleiche WS-Aktivität, während mit 18:0-CoA geringere Aktivitäten erzielt 
wurden (Abbildung 59).  
Im Vergleich zu den WS-Aktivitäten besaßen die DGAT-Aktivitäten andere Spezifitäten (Abbildung 59). 
Bei allen Proteinen war die Aktivität mit 14:0-CoA am höchsten, unabhängig davon, mit welchem 
Thioester die höchsten WS-Aktivitäten erzielt wurden. In geringen Mengen wurden auch 
mittelkettige Acyl-CoA wie 10:0- und 12:0-CoA in TAG eingebaut, während diese nicht zur Synthese 
von WE genutzt wurden. Die Spezifität der Proteine war unterschiedlich ausgeprägt, während TaWS4 
beispielsweise Acyl-CoA mit Kettenlängen von 14 bis 18 C-Atomen etwa gleich gut in TAG einbaute, 
zeigten TtWS2 und TtWS4 deutlich höhere DGAT-Aktivitäten mit 14:0-CoA. 
 
Abbildung 59: Acyl-CoA Spezifitäten der verschiedenen WS-Enzyme in Assays mit transgenen Hefemembranen.  
Die WS- und DGAT-Aktivitäten wurden in Standard WS-Assays mit Membranen aus transgenen Hefen, die die 
angegebenen WS-Sequenzen exprimierten, ermittelt. Dabei wurden die angegebenen Thioester als Acyl-Donoren 
eingesetzt. Vor der Berechnung der relativen Aktivitäten wurden die spezifischen Aktivitäten der Kontrollmembranen 
von den ermittelten Aktivitäten abgezogen, 100 % entspricht der jeweiligen WS-Aktivität mit 10:0-OH und 16:0-CoA 
unter Standardbedingungen. Bei den angegebenen Werten handelt es sich um Mittelwerte und Standardabweichungen 
einer Membranpräparation, alle Assays wurden in Parallelen durchgeführt. 
Möglicherweise beruhen die unterschiedlichen Spezifitäten der WS- und DGAT-Aktivitäten auf einer 
Konkurrenz-Situation am aktiven Zentrum der Enzyme, die dazu führte, dass der präferierte Thioester 
größtenteils mit dem bevorzugten Acyl-Akzeptor umgesetzt wurde, während weniger bevorzugte 
Thioester auch mit anderen Acyl-Akzeptoren umgesetzt werden konnten. Es wäre auch möglich, dass 
sich die Acyl-CoA Spezifität in Abhängigkeit zum eingesetzten Acyl-Akzeptor verändert, wie es für die 
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bakterielle Wachs-Synthase aus Marinobacter beschrieben wurde (Holtzapple und Schmidt-Dannert 
2007). 
Aufgrund der begrenzten Anzahl an radioaktiv-markierten Acyl-CoA-Thioestern wurden nicht-
markierte Thioester in Substrat-Kompetitions-Assays eingesetzt. Dabei wurden äquimolare 
Konzentrationen an [1-14C]-16:0-CoA und einem nicht-markierten Thioester zugegeben, als 
Referenzwert diente dabei die Ausbeute an markiertem WE und TAG im Ansatz mit äquimolaren 
Mengen an markiertem und nicht-markiertem 16:0-CoA (100 %). Im Falle der Anwesenheit eines vom 
Enzym präferierten, nicht-markierten Thioesters, wurde die Produktion an markiertem Produkt 
reduziert. Daher resultierten nicht-markierte Thioester, die vom Enzym mit einer höheren Spezifität 
umgesetzt wurden als 16:0-CoA, in einer Reduktion und solche, die mit einer geringeren Spezifität 
umgesetzt wurden, in einer Steigerung der Synthese markierter WE. Für die Kompetitionsassays mit 
verzweigtkettigen Acyl-CoA-Thioestern wurden diese zuvor chemisch aus den entsprechenden 
Fettsäuren synthetisiert. Die tetramethyl-verzweigte Decansäure (2,4,6,8-tetraMe-10:0-CoA) wurde 
aus dem WE des Bürzeldrüsensekretes der Gans isoliert, während Professor Mats Hamberg 
(Karolinska Institut Stockholm, Schweden) uns die übrigen Fettsäuren zur Verfügung stellte.  
Abbildung 60 zeigt die relative Produktion von WE und TAG durch die Wirkung der verschiedenen in 
Hefen exprimierten Enzyme in Kompetitionsassays mit einem Gemisch aus markiertem 16:0-CoA und 
den angegebenen unmarkierten Acyl-CoA. Im Hinblick auf methyl-verzweigte Thioester waren meist 
nur geringere Veränderungen der Bildung markierter Produkte nachweisbar. Bei allen untersuchten 
Proteinen führte allerdings die Zugabe von 2,4,6,8-tetramethyl-verzweigtem 10:0-CoA zu deutlich 
geringeren Einbauraten markierter 16:0-Gruppen in WE und TAG (5 bis 50 %) (Abbildung 60). Ob es 
sich hierbei um eine Hemmung der Enzymaktivität oder um eine Verdrängung des markierten 16:0-
CoA handelte, konnte nicht geklärt werden. Des Weiteren fällt auf, dass bei TtWS2 der Einbau von 
16:0-CoA in Gegenwart der verzweigten Thioester stimuliert wurde (230 % bei 4-Methyl-18:0-CoA).  
Insgesamt ist die Deutung der Kompetitions-Assays hinsichtlich einer Präferenz der jeweiligen 
Enzyme fraglich, da die Differenzierung zwischen Konkurrenz und Hemmung nicht möglich war. 
Insbesondere bei Tetramethyl-10:0-CoA ist eine Hemmung wahrscheinlich, da andernfalls davon 
ausgegangen werden müsste, dass alle Enzyme eine Präferenz für dieses Substrat besitzen. Aufgrund 
der insgesamt nur geringen Produktmengen war es nicht möglich, die entsprechenden Produkte 
gaschromatographisch zu analysieren, um auch die nicht-markierten Acyl-Gruppen in den WE 
nachzuweisen.  
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Abbildung 60: WS- und DGAT-Aktivität mit 16:0-CoA und 10:0-OH in Anwesenheit nicht-markierter Acyl-CoA-Thioester. 
Die Assays wurden mit transgenen Hefemembranen unter Standardbedingungen durchgeführt, wobei als Acyl-Donor ein 
äquimolares Gemisch an [1-14C]-markiertem 16:0-CoA und den angegebenen verzweigtkettigen Acyl-CoA eingesetzt 
wurde. 100 % entspricht der über die Bildung markierten Produktes ermittelten WS-Aktivität im Ansatz mit äquimolaren 
Konzentrationen an markiertem und nicht-markiertem 16:0-CoA. Die TAG-Produktion von GgWS1 und GgWS2 war nicht 
detektierbar.  
Um direkte Hinweise auf den Einbau verzweigter Acylreste in WE zu erhalten, wurden markierte 2-
methyl-verzweigte Thioester mit Kettenlängen zwischen 14 und 18 C-Atomen untersucht. Diese 
wurden in Kooperation von Professor Mats Hamberg (Karolinska Institut Stockholm, Schweden) und 
Professor Sten Stymne (SLU Alnarp, Schweden) synthetisiert und den Partnern des ICON-Projektes 
zur Verfügung gestellt. Eine Aktivität mit diesen Thioestern war erst nachweisbar, nachdem die 
eingesetzte Proteinmenge auf 10 µg und die Inkubationsdauer auf 2 h erhöht wurde. Abbildung 61 
stellt die mit diesen Thioestern gebildeten, lipophilen Reaktionsprodukte dar.  
Insgesamt wurden die 2-methyl-verzweigten Thioester mit geringeren Aktivitäten umgesetzt als die 
unverzweigten Thioester. Die WE-Produktion lag mit Membranen aus AdWS4, TaWS4, TtWS1 oder 
TtWS2 exprimierenden Zellen im Bereich der Kontrollmembranen von etwa 160 bis 350 fmol. In 
Membranen aus GgWS2 und GgWS4 exprimierenden Hefezellen wurden etwa 850 fmol WE gebildet. 
Dies entsprach bei GgWS2 60 % der Aktivität mit dem unverzweigten Thioester, bei GgWS4 allerdings 
weniger als 5 %. Membranen mit GgWS1 bildeten aus 2-Me-16:0-CoA 1225 fmnol WE, was 60 % des 
unverzweigten Thioesters entsprach. Bei TtWS4 exprimierenden Hefen konnte die höchste Aktivität 
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mit 2-Me-18:0-CoA erreicht werden. Diese lag bei 1535 fmol und entsprach etwa 30 % der Aktivität 
mit 16:0-CoA unter gleichen Bedingungen. TtWS4 bildete zudem fast 7000 fmol TAG, was 40 % der 
TAG-Produktion mit 16:0-CoA entsprach (Abbildung 61). Bei GgWS1, GgWS2 und TtWS4 spiegelt die 
Kettenlängenspezifität der WS-Aktivität mit den methyl-verzweigten Thioestern die Spezifität mit den 
unverzweigten Thioester (Abbildung 59) wieder. 
 
Abbildung 61: WS- und DGAT-Aktivität transgener Hefemembranen mit Decanol und 2-methyl-verzweigten Thioestern.  
Die Aktivität der Proteine mit den angegebenen Thioestern wurde nach 2 h Inkubationszeit mit 10 µg Membranprotein 
aus Hefen, die eines der Konstrukte exprimierten, bestimmt. 100 % entspricht der Aktivität des jeweiligen Proteins mit 
16:0-CoA unter gleichen Bedingungen. Angegeben sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von 2 unabhängigen 
Membranpräparationen, vor der Berechnung der prozentualen Aktivitäten wurden die Werte der Kontrolle von allen 
anderen abgezogen. 
Interessanterweise sind lediglich in der Schleiereule und in Tetrahymena tatsächlich monomethyl-
verzweigte Acylreste in den WE vorhanden (Conner et al. 1974; Jacob und Poltz 1974; Wheeler und 
Holmlund 1975), während in den Enzymtests nur zwei der Proteine aus dem Huhn und eines aus 
Tetrahymena nennenswerte Aktivitäten mit den verzweigten Acyl-Donatoren aufwiesen. Im Falle der 
Schleiereule liegt dies eventuell daran, dass das klonierte Protein in den Bürzeldrüsen nicht für die 
Synthese verzweigter WE verantwortlich ist, es ist jedoch auch möglich, dass die Mikroumgebung in 
der Bürzeldrüse in Kombination mit dem ausschließlichen Angebot verzweigter Fettsäurereste zu 
diesem Einbau führt. Da GgWS1 und GgWS2 die Veresterung der methyl-verzweigten Acylreste 
katalysieren, ist es zudem möglich, dass die entsprechenden Homologe aus der Schleiereule noch 
höhere Aktivitäten mit diesen besitzen. 
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Des Weiteren wurden die Acyl-Akzeptor-Spezifitäten der Proteine in Kombination mit 16:0-CoA als 
Acyl-Donor untersucht. Diese wurden in geradkettige Alkohole mit Kettenlängen zwischen 6 und 18 
C-Atomen und verzweigtkettige Alkohole differenziert.  
Hinsichtlich der unverzweigten Akzeptoren besaßen die WS der Vögel unterschiedlich stark 
ausgeprägte Spezifitäten für Alkohole mit Kettenlängen von 10 bis 12 C-Atomen (Abbildung 62), 
während kürzere oder längere Alkohole mit geringeren Aktivitäten umgesetzt wurden. Während 
GgWS1 nur 10:0-OH mit hohen Aktivitäten mit 16:0-CoA veresterte und damit ein sehr enges 
Substratspektrum besaß, wiesen alle anderen WS-Proteine aus Vögeln breitere Substratakzeptanzen 
auf. Insbesondere GgWS2 veresterte Alkohole mit 10 bis 13 C-Atomen und besaß die höchste WS-
Aktivität mit 12:0-OH. Die WS4 Proteine wiesen hohe WS-Aktivitäten mit gesättigten Alkoholen von 
10 bis 12 C-Atomen auf und besaßen im Gegensatz zu GgWS1 und GgWS2, welche inaktiv mit 
ungesättigten Alkoholen waren, höhere Aktivitäten mit 16:1- und 18:1-OH als mit gesättigten 
Alkoholen der gleichen Kettenlänge. Mit Decan-2-ol (10:0-2-OH) besaßen alle untersuchten WS4-
Proteine nur geringe Aktivitäten (20 – 30 %), während bei GgWS1 und GgWS2 diese weniger als 10 % 
der Aktivitäten mit 10:0-OH entsprachen (Abbildung 62). Dies ist insbesondere in Hinblick auf die 
Wachs-Diester des Huhnes interessant, da sekundäre Alkohole in ihrer Struktur den 2,3-Diolen, 
welche im Huhn vorliegen (Saito und Gamo 1968; Hansen et al. 1969), stärker ähneln als primäre 
Alkohole.  
Auch in den Membranen aus TtWS exprimierenden Hefezellen wurden die höchsten Aktivitäten mit 
Alkoholen der Kettenlängen von 10 bis 12 C-Atomen erzielt (Abbildung 63). TtWS1 zeigt ähnlich wie 
GgWS1 ein sehr enges Substratspektrum und deutlich stärkere Aktivitäten mit 10:0-OH als mit allen 
anderen Alkoholen. Diese Spezifität ist bei TtWS4 etwas schwächer ausgeprägt, im Gegensatz zu 
TtWS1 besitzt dieses Enzym jedoch eine höhere Aktivität mit 16:1- und 18:1-OH als mit den 
gesättigten Alkoholen der gleichen Kettenlänge. TtWS2 zeigt die höchsten WS-Aktivitäten mit 11:0- 
und 14:0-OH in Kombination mit 16:0-CoA. Es besitzt eine relativ breite Substratspezifität und zeigt 
hohe Aktivitäten mit Alkoholen von 10 bis 16 C-Atomen Länge. Ungesättigte Alkohole werden von 
diesem Enzym mit etwa den gleichen Aktivitäten wie die gesättigten Alkohole gleicher Kettenlänge 
verestert. Membranen von TtWS3 exprimierenden Hefezellen besitzen ebenfalls die höchsten WS-
Aktivitäten mit 10:0-OH, dieses Protein kann jedoch auch 9:0-OH noch mit hohen Aktivitäten (65 %) 
verestern, während in allen anderen untersuchten Proteinen die Aktivitäten unter 40 % der Aktivität 
mit 10:0-OH lagen. TtWS3 zeigt wie TtWS4 eine höhere Aktivität mit ungesättigten Alkoholen als mit 
den gesättigten Acyl-Akzeptoren, im Gegensatz zu allen anderen TtWS-Proteinen besitzt es jedoch 
keine messbare Aktivität mit dem sekundären 10:0-2-OH (Abbildung 63). 
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Abbildung 62: WS-Aktivität transgener Hefemembranen mit Vogel-Proteinen mit verschiedenen geradkettigen Acyl-
Akzeptoren.  
Die WS-Aktivität wurde mit den angegebenen Acyl-Akzeptoren und 16:0-CoA unter Standardbedingungen untersucht, 
100 % entspricht der jeweiligen Aktivität mit 10:0-OH und 16:0-CoA. Als Enzymquelle wurden 2 bis 4 µg der Membranen 
aus transgenen Hefen eingesetzt, die eine der Vogel-WS-Sequenzen exprimierten. Vor der Berechnung der relativen 
Aktivitäten wurden die Aktivitäten der Kontrollmembranen abgezogen. 
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Abbildung 63: WS-Aktivität transgener Hefemembranen mit Tetrahymena-Proteinen mit verschiedenen geradkettigen 
Acyl-Akzeptoren.  
Die WS-Aktivität wurde mit den angegebenen Acyl-Akzeptoren und 16:0-CoA unter Standardbedingungen untersucht, 
100 % entspricht der jeweiligen Aktivität mit 10:0-OH und 16:0-CoA. Als Enzymquelle wurden 2 bis 4 µg der Membranen 
aus transgenen Hefen eingesetzt, die eine der TtWS-Sequenzen exprimierten. Vor der Berechnung der relativen 
Aktivitäten wurden die Aktivitäten der Kontrollmembranen abgezogen. 
Neben den geradkettigen wurden auch verzweigtkettige Alkohole bezüglich ihrer Eignung als Acyl-
Akzeptoren untersucht. Dabei wurden neben dem verzweigten 3,7-Dimethyl-octanol (3,7-diMe-8:0-
OH) auch Isoprenole wie Phytol (3,7,11,15-Tetramethyl-2-hexadecenol), Farnesol (3,7,11-Trimethyl-
2,6,10-dodecatrienol) und Geranylgeraniol (3,7,11,15-Tetramethyl-2,6,10,14-hexadecatetaenol) als 
Acyl-Akzeptoren eingesetzt. Wie in Abbildung 64 dargestellt, zeigten insbesondere AdWS4 und 
TaWS4 hohe Aktivitäten mit Isoprenolen. Während Farnesol mit der gleichen Aktivität mit 16:0-CoA 
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verestert wurde wie 10:0-OH, war die Aktivität mit Geranylgeraniol doppelt so hoch. GgWS1, GgWS2 
und TtWS4 besaßen mit 3,7-diMe-8:0-OH im Vergleich zu 10:0-OH noch etwa 50 % der Aktivität, 
während alle anderen Proteine kaum aktiv waren mit diesem verzweigten Alkohol. GgWS4 zeigte 
hinsichtlich der verzweigten Alkohole die höchste Aktivität mit Phytol, die allerdings nur 50 % der 
WS-Aktivität mit 10:0-OH entsprach. TtWS2 und TtWS3 waren ausschließlich mit Geranylgeraniol 
aktiv, während TtWS1 nur geringe Aktivitäten mit allen verzweigten Acyl-Akzeptoren aufwies 
(Abbildung 64). 
Interessant war bei diesen Versuchen, dass trotz der hohen Sequenzähnlichkeit der WS4-Proteine 
untereinander, diese hinsichtlich der verzweigten Alkohole unterschiedliche Spezifitäten zeigten. 
Obwohl Isoprenylester in den Bürzeldrüsen der Vögel nicht vorkommen, besaßen AdWS4 und TaWS4 
hohe Aktivitäten insbesondere mit Geranylgeraniol, einem verzweigten Alkohol mit einer 
Kettenlänge von 16 C-Atomen. 3,7-Dimethyl-8:0-OH ähnelt von seiner Struktur eher den 
dimethylverzweigten Alkoholen im Bürzeldrüsensekret der Schleiereule (Jacob und Poltz 1974), wird 
aber im Vergleich zu Geranylgeraniol nur mit ¼ der Aktivität verestert. Im Bürzeldrüsensekret der 
Gans liegen nur geradkettige Alkohole vor (Murray 1962), dennoch besitzt auch AdWS4 hohe 
Aktivitäten mit den verzweigten Substraten, während GgWS4 mit diesen Akzeptoren kaum aktiv ist. 
 
Abbildung 64: Acyltransferase-Aktivitäten transgener Hefemembranen mit verzweigten Acyl-Akzeptoren und Palmitoyl-
CoA. 
Die Aktivität wurde mit den angegebenen Acyl-Akzeptoren und 16:0-CoA unter Standardbedingungen untersucht, 100 % 
entspricht der jeweiligen Aktivität mit 10:0-OH und 16:0-CoA. Als Enzymquelle wurden 2 bis 4 µg der Membranen aus 
transgenen Hefen eingesetzt, die eine der WS-Sequenzen exprimierten. Vor der Berechnung der relativen Aktivitäten 
wurden die Aktivitäten der Kontrollmembranen abgezogen. 
Da im Bürzeldrüsenextrakt der Haushühner Diester vorliegen (Hansen et al. 1969), wurden auch Diole 
als Substrat eingesetzt. Da 2,3-Diole, wie sie im Huhn vorkommen, nicht kommerziell erhältlich sind, 
wurden 1,2- und 1,12-Isomere von Dodecandiol eingesetzt. Die Assays zeigten, dass keines der Vogel-
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Proteine diese Substrate umsetzen konnte, allerdings wiesen einige der Tetrahymena-Proteine 
Diester-Synthase (DES) Aktivität auf. Wie in Abbildung 65A dargestellt, fielen bei der 
chromatographischen Analyse der Reaktionsprodukte zwei Banden auf, die mit Monoalkoholen als 
Substrate nicht vorhanden waren. Oberhalb der TAG-Bande waren in Reaktionsansätzen mit 
Membranen aus TtWS1 und TtWS2 exprimierenden Hefen schwache Banden sichtbar, die den 
Hydroxy-Wachsmonoestern entsprechen könnten. Mit TtWS2 und TtWS4 erschien ein zweites 
Produkt unterhalb der Monoester, das dem 1,2-Diester entsprach. Die schwachen Banden oberhalb 
der Fettsäuren sind Artefakte unbekannter Herkunft, die unabhängig von den Substraten auch in 
einigen Assays mit Monoalkoholen auftraten. Abbildung 65B zeigt, dass TtWS2 die stärkste DES-
Aktivität besaß und dabei sowohl das 1,2- als auch das 1,12-Isomer von Dodecandiol umsetzte, wobei 
in geringeren Mengen auch Hydroxy-Monoester entstanden, die eventuell ein Intermediat der 
Diester-Synthese sein könnten. Die DES-Aktivität betrug zwischen 30 und 50 % der Aktivität mit 10:0-
OH, TtWS1 produzierte nur geringe Mengen an Hydroxy-Monoestern mit dem 1,2-Isomer, während 
TtWS4 größere Mengen dieses Isomers zu Diestern umsetzte. Sowohl TtWS1 als auch TtWS4 waren 
im Unterschied zu TtWS2 mit 1,12-Dodecandiol nicht aktiv. 
 
Abbildung 65: Diester-Synthase-Aktivität von Tetrahymena-Proteinen. 
A zeigt die lipophilen Reaktionsprodukte von 1,2-Dodecandiol und Palmitoyl-CoA mit Membranen aus TtWS1, TtWS2 und 
TtWS4 exprimierenden Hefezellen im Vergleich zum Reaktionsansatz mit einem geradkettigen Alkohol (Vgl) und dem 
Reagenzienblindwert ohne Protein (Blind) unter Standardbedingungen. B zeigt die relativen Acyltransferase-Aktivitäten 
mit dem 1,2- und dem 1,12-Isomer von Dodecandiol hinsichtlich der Produktion von Diestern (DE) und 
Hydroxywachsestern (HWE). 100 % entspricht dabei der Aktivität der entsprechenden Membranen mit 10:0-OH als 
Akzeptor. (WE) Wachsester, (1,2-DE) 1,2-Diester, (HWE) Hydroxy-Wachsmonoester, (FS) freie Fettsäuren. 
Da für einige WS-Proteine beschrieben ist, dass diese auch Sterole verestern können (Cheng und 
Russell 2004; Kalscheuer et al. 2004) wurden Ergosterol und Cholestrol als mögliche Substrate 
getestet, dabei konnte in keinem der untersuchten Proteine Sterylester-Synthase Aktivität 
nachgewiesen werden. Auch GgDGAT1, welches über 60 % Identität mit den humanen ACAT 
Proteinen aufweist, war im Enzymtest mit Sterolen nicht aktiv. 
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3.6.3 Vergleich der in vitro Aktivitäten 
Der Vergleich der maximalen Aktivitäten mit den unterschiedlichen Substratklassen in Abbildung 66 
zeigt deutliche Unterschiede zwischen den verschiedenen Proteinen. Während es sich bei GgWS1, 
GgWS2 und TtWS1 um weitgehend monofunktionale Enzyme handelt, die hauptsächlich 
unverzweigte Alkohole zu Wachsen veresterten, besaß TtWS3 gleichermaßen WS- und DGAT-
Aktivität und geringere Prenylester-Synthase (PES) Aktivität. TtWS2 und TtWS4 wiesen sehr hohe 
DGAT-Aktivitäten auf und produzierten geringere Mengen an Wachs- und Prenylestern, während 
TtWS2 zudem eine vergleichsweise hohe DES-Aktivität besaß. GgWS4 zeigte etwa gleich starke DGAT-, 
WS- und PES-Aktivitäten, während AdWS4 und TaWS4 deutlich höhere Aktivitäten hinsichtlich der 
Synthese von TAG und Prenylestern besaßen.  
 
Abbildung 66: Vergleich der Acyltransferase-Aktivitäten der untersuchten Proteine.  
Die Abbildung fasst die maximalen Aktivitäten mit Substraten der unterschiedlichen Gruppen der vorhergehenden 
Abbildungen zusammen, 100 % entspricht der jeweiligen Aktivität mit 10:0-OH und 16:0-CoA. Die dargestellten 
Aktivitäten wurden mit unterschiedlichen Substratkombinationen ermittelt: DGAT: Diacylglycerol-Acyltransferase-
Aktivität mit 14:0-CoA und 10:0-OH im WS-Assay, WS: Wachs-Synthase Aktivität mit 16:0-CoA und 10:0 (GgWS1, TtWS3), 
11:0 (GgWS4, AdWS4, TtWS2) oder 12:0-OH (GgWS2, TaWS4) beziehungsweise 14:0-CoA mit 10:0-OH (TtWS1) und 18:0-
CoA mit 11:0-OH (TtWS4), PES: Prenylester-Synthase Aktivität mit Phytol (GgWS4), Farnesol (GgWS1, GgWS2) oder 
Geranylgeraniol, DES: Diester-Synthase Aktivität mit dem 1,2- oder 1,12-Isomer (TtWS2) von Dodecandiol. 
Zusammenfassend lässt sich dabei sagen, dass es sich bei GgWS1 und GgWS2 um größtenteils 
monofunktionale Wachs-Synthasen handelt, die auch 2-methyl-verzweigte Acyl-CoA mit gesättigten 
mittelkettigen Alkoholen verestern, während GgWS4 ein multifunktionales Enzym ist, welches 
höchste Aktivitäten mit ungesättigten Alkoholen und gesättigten, unverzweigten Acyl-CoA besitzt. 
AdWS4 und TaWS4 zeichnen sich durch besonders hohe PES-Aktivitäten mit Geranylgeraniol aus und 
sind ebenfalls in der Lage, TAG und WE zu synthetisieren. TtWS1 ist wie GgWS1 und GgWS2 ein 
weitgehend monofunktionales Enzym, welches kurzkettige, gesättigte Alkohole mit 14:0-CoA 
verestert, während es sich bei TtWS2 und TtWS4 um multifunktionale Proteine mit besonders 
breitem Substratspektrum hinsichtlich der Monoalkohole handelt. Beide verestern Alkohole mit 
Kettenlängen von 10 bis 16 C-Atomen, sowie Diacylglycerole mit hohen Aktivitäten. Im Gegensatz zu 
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TtWS4, welches nur das 1,2-Isomer von Dodecandiol verestert, ist TtWS2 auch mit dem 1,12-Isomer 
aktiv. TtWS3 unterscheidet sich von den anderen Proteinen durch seine Aktivität mit ungesättigten 
Acyl-CoA-Thioestern.  
Abschließend kann zusammengefasst werden, dass einige der Proteine als multifunktionale 
Acyltransferasen (MFAT) identifiziert werden konnten, die ein sehr breites Substratspektrum 
hinsichtlich der Acyl-Akzeptoren aufwiesen, aber im Unterschied zu den multifunktionalen 
Acyltransferasen aus dem Menschen (Cheng und Russell 2004) oder Acinetobacter (Kalscheuer et al. 
2004) keine Sterylester-Synthase Aktivitäten aufwiesen.  
Ein weiterer Punkt auf den abschließend hingewiesen werden sollte, ist die in Abbildung 67 
dargestellte reverse Abhängigkeit der TAG- von der WE-Bildung. In der oberen Abbildung ist die 
Produktion der WE durch WS4-Homologe in Abhängigkeit von der Kettenlänge des verwendeten 
geradkettigen, gesättigten Alkohols abgebildet. Deutlich erkennbar ist die maximale WS-Aktivität im 
Bereich von 11:0-OH. Die untere Abbildung stellt die TAG-Produktion unter den gleichen Assay-
Bedingungen ohne Zugabe eines weiteren Acyl-Akzeptors dar, dabei standen den Enzymen nur 
endogen verfügbare Diacylglycerole (DAG) als Substrate zur Verfügung. Hier zeigt sich, dass die TAG-
Produktion bei Zugabe von 9:0- und 16:0-OH ihre Maxima besitzt, was in Bereichen liegt, in denen 
die WS-Aktivität weniger stark ist. Bei Zugabe von 11:0- bis 13:0-OH ist die TAG-Produktion am 
geringsten, während hier die höchsten WS-Aktivitäten erhalten wurden. Dieser Effekt könnte auf der 
Konkurrenz des Alkohols mit dem DAG um das aktive Zentrum des Proteins beruhen. Alkohole, für 
die das Protein eine hohe Affinität besitzt, verdrängen dabei DAG effizienter als solche, für die das 
Protein eine geringere Affinität aufweist.  
Ein weiterer Aspekt, der in Abbildung 67 verdeutlicht wird, sind die geringen WS- und DGAT-
Aktivitäten in Assays, in denen 6:0- oder 8:0- oder 18:0-OH als Substrate eingesetzt wurden. Obwohl 
diese Substrate nur mit geringen Aktivitäten mit dem zugefügten Acyl-CoA zu WE verestert werden, 
sind hier kaum TAG nachweisbar. Hier liegt demnach keine direkte Konkurrenz um das aktive 
Zentrum oder Substratbindetaschen vor. Scheinbar kommt es hier durch das dargebotene Substrat 
zu einer Enzymhemmung, die sowohl die Synthese von WE als auch von TAG inhibiert. Worauf diese 
Hemmung beruht, ist unklar, möglich wäre es, dass die Alkohole zwar effizient an das Enzym binden 
können, aber nicht weiter umgesetzt werden, so dass es zu einer Blockierung des Enzyms kommt. 
Eine andere Erklärung wäre die Wirkung der Fettalkohole als Detergentien. Da die untersuchten 
Enzyme sehr sensitiv gegenüber der Zugabe von Detergentien sind, könnte es so zu der 
Enzyminaktivierung kommen, möglicherweise durch die Ablösung eines bislang unbekannten 
Cofaktors oder die Inhibition von Enzym-Substrat-Wechselwirkungen. 
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Abbildung 67: Abhängigkeit der WE- und TAG-Produktion von der Kettenlänge des zugefügten Alkohols im WS-Assay.  
Die WS- und DGAT-Aktivitäten wurden im Standard WS-Assay mit Alkoholen der angegebenen Kettenlänge ermittelt, zur 
TAG-Synthese standen ausschließlich endogene Akzeptoren zur Verfügung. Die Assays wurden mit Membranen aus 
GgWS4, AdWS4 und TaWS4 exprimierenden Hefen als Enzymquelle durchgeführt, 100 % entspricht der WS-Aktivität mit 
16:0-CoA und 10:0-OH.  
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3.7 Analyse der Bürzeldrüsen 
Die Aktivitäten, die in den Experimenten mit transgenen Hefen für die untersuchten Proteine 
ermittelt wurden, führten nicht zur Produktion von WE, die denen in den Bürzeldrüsen entsprachen. 
Da die Wachs-Zusammensetzung zum Beispiel in Abhängigkeit vom Alter, Geschlecht und 
Ernährungszustand des Individuums variieren kann (Jacob et al. 1979; Piersma et al. 1999; Salibian 
und Montalti 2009; Whittaker et al. 2010), wurden zunächst Analysen der Lipidkomposition in den 
verschiedenen Bürzeldrüsen durchgeführt. Des Weiteren sollten in vitro Assays mit zellfreien 
Präparationen aus Bürzeldrüsen nachweisen, ob die in den transgenen Hefen ermittelten Aktivitäten 
mit denen der Bürzeldrüsen übereinstimmten. Dadurch sollten Hinweise erhalten werden, inwieweit 
die Zusammensetzung der vorhandenen WE primär auf die Substrat-Spezifitäten der Enzyme oder 
durch die verfügbaren Substratpools bedingt werden. 
3.7.1 Gaschromatographische Untersuchung der Bürzeldrüsensekrete 
Eine Analyse der Bürzeldrüsensekrete der drei untersuchten Vogelarten zeigte die in der Literatur 
beschriebenen unterschiedlichen Zusammensetzungen. Im Huhn fanden sich neben TAG 2,3-Diester, 
deren Rf-Wert zwischen dem der TAG und Monoester (WE) liegt. In der Gans sind hauptsächlich 
Wachsmonoester und geringe Mengen an TAG nachweisbar, während in der Schleiereule 
ausschließlich Monoester vorhanden sind. In den Extrakten aus dem Huhn und der Gans ist eine 
weitere Komponente enthalten, deren Rf-Wert unter dem der Triacylglycerole liegt (Abbildung 68). 
Nach seinem Verhalten mit DCF handelt es sich wahrscheinlich nicht um ein Lipid, sondern eine 
andere hydrophobe Verbindung. Um die enthaltenen Alkohol- und Acylreste näher zu untersuchen, 
wurden die Banden mit den Mono- und Diestern transmethyliert und das Gemisch aus Fettalkoholen 
und Fettsäuremethylestern (FAME) über GC analysiert. 
 
Abbildung 68: Dünnschichtchromatogramm der Bürzeldrüsenextrakte aus dem Huhn, der Gans und der Schleiereule.  
Links wurden die Wachsester- und TAG-Standards aufgetragen, gefolgt von den Bürzeldrüsenextrakten des Huhns, der 
Gans und der Schleiereule. Die Auftrennung erfolgte im Laufmittelgemisch Heptan/Diethylether/Eisessig (90/30/1, 
v/v/v). 
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Abbildung 69 zeigt das resultierende Chromatogramm des Monoesters der Gans. In Chromatogramm 
A sind drei Peaks vorhanden. Der letzte Peak (Nr. 4) besitzt die Retentionszeit von 18:0-OH, während 
die beiden vorderen Peaks sehr kurze Retentionszeiten aufweisen, die zu keinem vorhandenen 
Standard passen. Zum sicheren Nachweis des Alkohols wurde das Extrakt mit BSTFA umgesetzt, die 
daraus resultierende Veränderung der Retentionszeit ist in Chromatogramm B zu sehen (Peak 3), 
wodurch die Substanz als Octadecanol identifiziert wurde. Da die vorderen Peaks keine 
Retentionszeitverschiebung zeigten, handelte es sich bei diesen Analyten um FAME. Nach den 
Analysen von Murray und Morr et al. (Murray 1962; Morr et al. 1992) entsprechen diese 
wahrscheinlich den Methylestern von 2,4,6,8-Tetramethyl-decansäure (Peak 1) und 2,4,6,8-
Tetramethyl-undecansäure (Peak 2). Diese Analyse wies nach, dass auch der WE der untersuchten 
Gänse zu 92 % aus Octadecanoyl-2,4,6,8-tetramethyl-decanoat (18:0-2,4,6,8-(Me)4-10:0-WE) und 8 % 
Octadecanoyl-2,4,6,8-tetramethyl-undecanoat (18:0-2,4,6,8-(Me)4-11:0-WE) bestand und bestätigte 
somit die Literaturangaben (Murray 1962; Morr et al. 1992).  
 
Abbildung 69: Gaschromatographische Analyse der Wachsesterkomponenten aus der Bürzeldrüse der Hausgans (Anser 
anser domesticus).  
A zeigt die mit Methanol umgesetzten Bestandteile, B zeigt die Analyten nach zusätzlicher Silylierung mit BSTFA. (1) 
2,4,6,8-Tetramethyl-10:0-FAME, (2) 2,4,6,8-Tetramethyl-11:0-FAME, (3) Trisilyl-18:0-OH, (4) 18:0-OH.  
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Die Chromatogramme der WE aus Gallus gallus und Tyto alba zeigten ein komplexeres Muster an 
Bestandteilen, daher wurden die WE mit 1 M KOH in Ethanol verseift, um die Fettalkohole von den 
Fettsäuren zu trennen (Miwa 1971). Zur gaschromatographischen Analyse wurden die Fettsäuren 
anschließend in FAME überführt.  
Im Diester des Huhns waren zahlreiche gesättigte FAME mit Kettenlängen zwischen 12 und 22 C-
Atomen (Abbildung 70A) nachweisbar, wobei geradkettige FAME mit 16, 18 oder 19 C-Atomen den 
größten Anteil ausmachten und ungeradkettige FAME jeweils weniger als 5 % der Gesamtmenge 
entsprachen. Laut Literaturangaben enthält das Bürzeldrüsensekret des Huhns je 10 % 12:0, 16:0, 
18:0 und 19:0 Fettsäuren, etwa 18 % 20:0 und 27 % 14:0 Fettsäuren. Das hier erhaltene Muster 
weicht davon quantitativ leicht ab, da 18:0 in den höchsten Konzentrationen vorkommt, hierbei 
könnte es sich jedoch um individuelle Unterschiede handeln. Das Extrakt der Alkoholkomponenten 
zeigte keine bekannten Monoalkohole, allerdings waren mehrere Peaks mit hoher Retentionszeit 
vorhanden (Abbildung 70B). Diese ließen sich mit BSTFA nicht silylieren (Abbildung 70C), allerdings 
konnte nicht eindeutig geklärt werden, ob BSTFA Diole umsetzen kann oder ob es zu einer sterischen 
Hinderung der Reaktion kommt. Die Diester des Huhns enthalten threo- und erythro-2,3-Diole mit 
Kettenlängen von 19 bis 23 C-Atomen (Hansen et al. 1969), die hier jedoch nicht eindeutig 
identifiziert werden konnten. Die Retentionszeiten zumindest könnten langkettigen Analyten 
entsprechen. 
 
Abbildung 70: Gaschromatographische Analyse der Wachsester aus dem Bürzeldrüsenextrakt des Haushuhns (Gallus 
gallus).  
A zeigt das Spektrum der Fettsäure-Methylester (FAME), B zeigt das Spektrum der Alkoholfraktion, welche die 2,3-Diole 
enthält, C stellt die Alkoholfraktion nach der Silylierung dar. Die Tabelle gibt die in A markierten Analyten und deren 
prozentuale Anteile an. 
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Das Chromatogramm der Fettsäuren und Fettalkohole der WE aus Tyto alba zeigte eine große Anzahl 
verschiedener Komponenten (Abbildung 71), deren Retentionszeiten nicht mit denen geradkettiger 
Fettalkohole oder FAME übereinstimmten. 3-Methyl-14:0-FAME war als Standard verfügbar und 
ermöglichte die Identifikation dieses Analyten anhand der Retentionszeit (Peak 2). Ein Vergleich mit 
unverzweigten FAME ermöglichte zudem die Erstellung einer Ausgleichsgeraden, da eine lineare 
Abhängigkeit zwischen der Retentionszeit und der Kettenlänge in dem verwendeten 
Temperaturprofil bestand. Zudem erlaubte der Vergleich mit Literaturangaben (Jacob und Poltz 1974) 
weitere Aussagen über das Vorhandensein verschiedener Analyten. Dennoch war nur die 
Identifikation der Hauptkomponenten erfolgreich, während eine Vielzahl weiterer Komponenten 
unbekannt blieb. Bezüglich der Acylreste waren 3-Methyl-verzweigte FAME mit Kettenlängen von 13 
bis 18 C-Atomen identifizierbar, wobei Kettenlängen mit 15 C-Atomen den größten Teil ausmachten 
(Abbildung 71A). Hinsichtlich der Alkohole ist das Spektrum noch komplexer, auch hier lassen sich 
nur wenige Peaks zuordnen (Abbildung 71B). Durch die Verschiebung der Retentionszeiten der 
Alkohole nach Silylierung ließ sich jedoch mit Sicherheit sagen, dass alle Analyten dieses Extraktes 
Hydroxylgruppen trugen (Abbildung 71C).  
 
Abbildung 71: Gaschromatographische Analyse der Wachsester aus dem Bürzeldrüsenextrakt der Schleiereule (Tyto alba).  
A zeigt das Spektrum der Fettsäure-Methylester (FAME), B zeigt das Spektrum der Alkoholfraktion, C stellt die 
Alkoholfraktion nach der Silylierung dar und die Tabelle gibt die markierten Analyten der Chromatogramme an. 
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3.7.2 Analyse der Enzymaktivitäten in Bürzeldrüsen 
Da die Enzymaktivitäten, die in den Membranen transgener Hefen ermittelt wurden, von den 
tatsächlich vorhandenen WE-Komponenten der Bürzeldrüsen abwichen, wurden WS-Assays mit 
Membranen der Bürzeldrüsen durchgeführt. Dabei sollte geklärt werden, ob die Enzymaktivitäten 
der transgenen Hefemembranen mit denen der Bürzeldrüsen übereinstimmten. Die Membranen aus 
den Bürzeldrüsen des Huhns, der Gans und der Schleiereule zeigten bei dem verwendeten in vitro 
Testsystem WS-Aktivität. Zum Vergleich wurden die Aktivitäten als prozentuale Werte angegeben, 
wobei 100 % der stärksten Monoester-Synthase Aktivität mit 12:0-OH und 16:0-CoA entsprachen. Da 
nicht ausgeschlossen werden konnte, dass sich noch endogene Acyl-Akzeptoren in den 
Membranpräparationen befanden, wurden Kontrollansätze ohne zugesetzte Alkohole durchgeführt. 
Membranen aus G. gallus zeigten eine sehr starke Diester-Synthase Aktivität mit 1,2-Dodecandiol, 
obwohl im natürlichen System lediglich 2,3-Alkandiole vorkommen (Tang und Hansen 1976). Zudem 
zeigten die Membranen starke DGAT-Aktivität ohne Zugabe weiterer Diacylglycerole. Zusätzlich 
konnte Monoester-Synthase Aktivität nachgewiesen werden, wobei die höchste Aktivität mit 
Dodecanol erhalten wurde. In Anser anser domesticus Membranen war die DGAT-Aktivität nur gering 
und betrug weniger als 10 % der WS-Aktivität. Interessanterweise wurde die höchste WS-Aktivität 
nicht mit Octadecanol erhalten, welches in den WE der Bürzeldrüsen vorliegt (Murray 1962), sondern 
mit Geranylgeraniol oder 12:0-OH, welche in den Bürzeldrüsen nicht vorkommen. Membranen der 
Bürzeldrüsen von Tyto alba besaßen ebenfalls nur geringe DGAT-Aktivität. Die höchste WS-Aktivität 
konnte durch Zugabe von Dodecanol erreicht werden (Abbildung 72B).  
 
Abbildung 72: Acyltransferase-Aktivität von Bürzeldrüsen-Membranen mit verschiedenen Acyl-Donatoren (A) und –
Akzeptoren (B).  
Die WS-Assays wurden mit 50 µg Membranprotein und 2 h Inkubation ansonsten unter Standardbedingungen 
durchgeführt, 100 % entsprechen den WS-Aktivitäten mit 12:0-OH und 16:0-CoA. Die Assays wurden nur einmal 
durchgeführt. 
Neben den Acyl-Akzeptoren wurden auch die Acyl-Donor Spezifitäten der Bürzeldrüsen untersucht. 
In Membranen aus dem Huhn und der Gans wurden die höchsten Aktivitäten mit 14:0-CoA erreicht, 
die zunehmende Acyl-Kettenlänge führte zu einer deutlichen Reduktion der Aktivitäten. 18:1-CoA 
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wurde nicht als Substrat verwendet, allerdings waren geringe WS-Aktivitäten auch mit den drei 2-
Methyl-verzweigten Acyl-CoA-Thioestern messbar, die bei etwa 20 % der mit 16:0-CoA abhängigen 
WS-Aktivität lag. Die Membranen von Tyto alba zeigten ein anderes Substrat-Spektrum: Während 
auch hier 14:0-CoA die höchsten Aktivitäten erzielte, wurde schon 18:0-CoA kaum noch als Substrat 
verwendet. Darüber hinaus zeigten sich hohe Aktivitäten mit den 2-Methyl-verzweigten Thioestern, 
den typischen Fettsäureresten in den Bürzeldrüsen der Schleiereulen (Jacob und Poltz 1974), wobei 
die WS-Aktivität mit zunehmender Kettenlänge des Acylrestes zunahm (Abbildung 72A). 
Um sicherzugehen, dass es sich bei den erhaltenen Aktivitäten um eine gewebespezifische Aktivität 
handelte, wurden zusätzliche Versuchsansätze mit Membranen aus Haut, Leber und Fettgewebe des 
Huhnes durchgeführt. Hierbei zeigte sich, dass in keinem anderen Gewebe so hohe WS-Aktivitäten 
wie in den Bürzeldrüsen erzielt werden konnten (Abbildung 73). In den Bürzeldrüsen wurden knapp 
150 pmol an Palmitoyl-CoA mit 1,2-Dodecandiol umgesetzt, während weder in der Haut, noch in der 
Leber Diester-Synthase Aktivität beobachtet werden konnte. Die höchste WS-Aktivität lag in den 
Bürzeldrüsen bei 75 pmol mit 12:0-OH, in der Leber und der Haut wurden weniger als 13 pmol WE 
gebildet. Im Vergleich dazu lag die TAG-Produktion in der Haut mit 75 pmol in der gleichen Höhe wie 
in den Bürzeldrüsen-Membranen, während die Produktion in den Lebermembranen nur etwa ein 
Drittel dieses Wertes betrug (Abbildung 73). Diese Daten deuten darauf hin, dass die WS-Aktivität 
und insbesondere die Diester-Synthase Aktivität ein typisches Merkmal der Bürzeldrüsen sind. 
 
Abbildung 73: Vergleich der Enzymaktivität der Gesamtmembranen aus Haut, Leber und Bürzeldrüse des Huhns.  
Die Assays wurden mit 50 µg Membranprotein 2 h unter Standardbedingungen inkubiert, wiedergegeben sind die 
Gesamtumsätze mit den angegebenen Substraten in pmol. In der Kontrolle wurden keine exogenen Alkohole zugefügt, 
so dass nur endogene Alkohole zur WE-Synthese genutzt werden konnten. Die angegebenen Acyl-Akzeptoren wurden 
zugegeben, abgesehen von dem DAG, welches als endogenes Substrat für die TAG-Synthese zur Verfügung stand. 
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4 Zusammenfassende Diskussion der Ergebnisse 
Die vorliegende Arbeit beschreibt die Identifizierung und Analyse verschiedener putativer 
Acyltransferasen und Wachs-Synthasen aus G. gallus (Haushuhn), A. domesticus (Hausgans), T. alba 
(Schleiereule) und T. thermophila (Tetrahymena). Homologie-basierte Sequenzanalysen ermöglichten 
die Identifikation von verschiedenen Proteinen im Genom des Huhnes und von Tetrahymena. 
Ausgehend von den klonierten Huhn-Sequenzen GgWS4 und GgWS5 war es möglich, Homologe aus 
der Gans und der Schleiereule zu klonieren, während dies für GgWS1 und GgWS2 misslang. 
Insgesamt konnten 13 Sequenzen kloniert werden, die weiter analysiert wurden. 
Computergenerierte Vorhersagen der Proteinstrukturen ergaben, dass GgDGAT1 wie andere 
Proteine der DGAT1-Familie eine Vielzahl von Transmembrandomänen besitzt und somit ein 
integrales Membranprotein darstellt. Alle anderen untersuchten Proteine besitzen nach den 
Modellen ein bis zwei N-terminale Transmembrandomänen, bei den WS5-Proteinen der Vögel liegt 
der Großteil des Proteins im extracytoplasmatischen Raum, während alle anderen Proteine ins 
Cytosol ragen (siehe 3.3). Lokalisationsstudien mit GFP-markierten Proteinen konnten die 
Lokalisation im endoplasmatischen Retikulum, welche für DGAT-Enzyme des Menschen 
nachgewiesen wurde (Yen et al. 2008), für GgWS4 und TtWS1 nicht eindeutig belegen. Allerdings 
zeigen die Fluoreszenzmuster Ähnlichkeit mit Abbildungen aus Datenbanken, in denen ER und 
Lipidkörper markiert wurden (siehe 3.5.5).  
In den untersuchten Proteinen konnten typische Motive der Acyltransferase-Familien identifiziert 
werden, welche die Zuordnung von GgDGAT1 zu den Proteinen der DGAT1-Familie und die 
Verwandtschaft der anderen Proteine zur DGAT2-Familie darstellten (siehe 3.3, Abbildung 35). In 
GgDGAT1 konnte das FYRDWWN-Motiv, welches eine putative Acyl-CoA Bindestelle von DGAT1 
Proteinen darstellt (Oelkers et al. 1998; Holmes 2010), nachgewiesen werden, während die anderen 
Proteine das teilweise modifizierte HPHG-Motiv aufwiesen, welches einen Teil des aktiven Zentrums 
von Proteinen der DGAT2-Familie ausmacht (Stone et al. 2006). Während die Substitutionen der 
Histidin- oder Prolin-Reste in der DGAT2 der Maus zu einer Inaktivierung des Proteins führten (Stone 
et al. 2006), besaßen alle WS4-Proteine der Vögel trotz Modifikationen dieser Aminosäuren 
nachweisbare Acyltransferase-Aktivitäten. Im Gegensatz dazu waren die WS5-Proteine, welche die 
Sequenz FYHG beinhalten, inaktiv. Inwiefern die ermittelten Modifikationen in diesem Motiv 
(Abbildung 32) Einfluss auf die Enzymaktivität haben, muss noch geklärt werden. 
Von den 13 identifizierten Sequenzen konnten 10 Proteine in S. cerevisiae funktional exprimiert 
werden und besaßen in vivo Acyltransferase-Aktivität. Lediglich die WS5-Proteine der Vögel zeigten 
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so schwache Aktivitäten, dass sie als inaktiv angesehen und nicht weiter analysiert wurden. Die 
Analyse der Lipidextrakte aus transgenen Hefen zeigte, dass in GgWS2 und GgDGAT1 exprimierenden 
Hefen Wachsester nachweisbar waren, während TtWS1 und GgWS1 exprimierende Hefen auch 
geringe Mengen an Triacylglycerolen produzierten. Die anderen transgenen Kulturen wiesen sowohl 
TAG als auch Wachsester in unterschiedlichen Verhältnissen auf (Abbildung 50). Insgesamt waren die 
Spektren der produzierten WE-Spezies sehr ähnlich und bestanden aus Alkoholen mit 10 bis 14 C-
Atomen und endogenen Fettsäuren der Hefe, während auch 14:0-Reste nachgewiesen werden 
konnten, wenn die Hefen mit 14:0-FS supplementiert wurden. Ähnliche Ergebnisse lieferten auch die 
heterologen Expressionsstudien mit den WS aus anderen Organismen. HsDGAT1, sowie HsAWAT1 
und HsAWAT2 beispielsweise konnten Wachsester bilden, wenn entsprechende Kulturen mit 16:0-
OH supplementiert wurden (Turkish et al. 2005; Yen et al. 2005). Die Expression der WS aus Euglena 
gracilis führte in transgenen S. cerevisiae H1246 zur Bildung verschiedener WE-Spezies bei exogener 
Zufuhr von 12:0-, 14:0- 16:0- oder 16:1-OH und 12:0-, 14:0-, 16:0- und 16:1-FS (Teerawanichpan und 
Qiu 2010), während die Arabidopsis WSD1 bei Supplementierung mit 16:0-, 24:0- oder 28:0-OH zur 
Synthese von Wachsestern beitrug (Li et al. 2008). Die Expression der WS aus Petunia (King et al. 
2007) und Acinetobacter (Kalscheuer et al. 2004) führte dagegen zur Bildung von Isoamylestern in 
Hefe. Von den genannten Enzymen wurde nur für die WS/DGAT aus Acinetobacter, HsAWAT1 und 
HsAWAT2 aus Mensch und für die Arabidopsis WSD1 neben der WE-Synthese auch TAG-Synthese 
nachgewiesen. 
Im Vergleich zu den Fütterungsversuchen führte die Coexpression von GgWS4 beziehungsweise 
TtWS3 mit einer Acyl-CoA Reduktase aus dem Huhn, GgFAR1 (Hellenbrand et al. 2011) zu einer 
stimulierten WE-Produktion (Abbildung 49), obwohl die Kettenlängen-Spezifität der Reduktase mit 
ihrer hohen Produktion von 16:0-OH nicht zu den Spezifitäten der hier verwendeten WS-Enzyme 
passt. Die Coexpression mit Sequenzen, welche FAR-Proteine mit einer Spezifität für 12:0-OH 
kodieren, wie die kürzliche beschriebene FAR aus Marinobacter (Hofvander et al. 2011; Willis et al. 
2011), werden zeigen, ob dies zu einer weiteren Steigerung der WE-Produktion führt. 
Insgesamt waren die erhaltenen WE-Mengen mit maximal 9 µmol/g Frischgewicht relativ gering, was 
darauf hinweist, dass S. cerevisiae nicht das optimale Expressionssystem für die getesteten Wachs-
Synthasen ist. Verschiedene Faktoren können dafür verantwortlich sein, dass nur wenig Protein 
gebildet wird (Romanos et al. 1992), oder das gebildete Protein nur eine geringe Stabilität oder 
Aktivität besitzt. Zum einen könnten geringe Transkriptionsinitiationen, Syntheseraten oder 
Stabilitäten der Transkripte, aber auch eine ineffiziente Translationsinitiation einen niedrigen 
Proteingehalt bedingen. Generell kann aber auch eine hohe Proteinexpression zur Degradierung der 
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Proteine führen oder den Stoffwechsel der Zellen so stark beeinflussen, dass diese sich nicht mehr 
teilen können oder absterben. Auch die Codon-Verwendung spielt hier eine gewisse Rolle, da seltene 
Codons die Translation verlangsamen oder inhibieren können. Die fluoreszenzmikroskopischen 
Aufnahmen von transgenen S. cerevisiae Zellen zeigten, dass nur in sehr wenigen Zellen die GFP-
fusionierten Proteine nachweisbar waren. Dies könnte auf eine schlechte Expression der Transgene 
hinweisen, ob diese jedoch auf Ebene der Transkripte oder Proteine stattfindet, wurde nicht weiter 
analysiert.  
Ein weiterer Aspekt liegt in der Bedeutung der Membranlipide für die Aktivität von 
Membranproteinen (Opekarová und Tanner 2003). Die Membranlipide können die Faltung und 
Stabilität von Proteinen stark beeinflussen und haben damit auch Einfluss auf die Aktivität der 
Proteine. Andererseits ist wiederum die Zusammensetzung der Membranlipide von vielen auch 
äußeren Faktoren abhängig und kann dadurch bestimmte Enzymaktivitäten beeinflussen. Weitere 
Faktoren für die geringe WE-Produktion liegen auch in der Aufnahmekapazität der Hefezellen und 
der Toxizität insbesonderer kürzerkettiger Fettsäuren und Fettalkohole (Gill und Ratledge 1972; 
Hundová und Fencl 1977). Daher könnten andere Hefen wie Candida lipolytica mit einer höheren 
Toleranz gegenüber fettsäureinduzierter Toxizität oder Ölsamenpflanzen wie Raps oder Arabidopsis, 
welche Lipide in ihren Samen akkumulieren, als Expressionssysteme besser geeignet sein. 
In vitro Assays mit subzellulären Fraktionen aus transgenen Hefen bestätigten, dass es sich bei den 
Enzymen um integrale Membranproteine handelt, da Acyltransferase-Aktivität in den Membranen 
aber nicht im Überstand gemessen werden konnte. Die Optimierung der Enzymreaktion zeigte, dass 
divalente Kationen und Detergentien selbst in geringen Konzentrationen die Enzymaktivitäten 
hemmten. Damit unterscheiden sich die untersuchten WS von der WS/DGAT aus Acinetobacter oder 
der AWAT2 aus Säugern, deren Aktivitäten durch 5 bis 10 mM MgCl2 stimuliert wurden (Kalscheuer 
und Steinbüchel 2003; Cheng und Russell 2004), sowie der Jojoba WS, deren katalytischen 
Eigenschaften in Gegenwart von Triton analysiert wurden (King et al. 2007). Mit Ausnahme der 
GgDGAT1 und der WS5-Proteine der Vögel konnten die katalytischen Aktivitäten von neun Proteinen 
im optimierten WS-Assay analysiert werden. 
Die in vitro Analyse der Substratspezifitäten hinsichtlich der WS- und DGAT-Aktivitäten entsprach den 
in vivo Analysen. GgWS2 besaß keine und GgWS1 und TtWS1 zeigten nur geringe DGAT-Aktivitäten in 
vitro, während alle anderen Proteine in unterschiedlichen Verhältnissen WS- und DGAT-Aktivität 
aufwiesen. Auffallend war, dass die Tetrahymena-Proteine sowohl in vitro als auch in vivo zu den 
höchsten Lipidproduktionen führten, während GgWS1 zwar in vivo sehr aktiv war, in vitro jedoch nur 
geringe Aktivitäten aufwies. Den größten Unterschied zeigt dabei GgDGAT1, welches in vivo 
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funktional exprimiert wurde und zur Synthese von Wachsestern führt, in vitro jedoch inaktiv war. 
Eventuell sind die in vitro Bedingungen für diese Enzyme nicht optimal oder dieses Protein ist in den 
Membranen sehr instabil und wird während der Präparation der subzellulären Fraktionen inaktiviert. 
Insgesamt wurden die höchsten WS-Aktivitäten mit gesättigten Alkoholen von 10 bis 12 C-Atomen 
und gesättigten Acyl-CoA-Thioestern von 14 bis 18 C-Atomen erhalten, lediglich TtWS3 besaß auch 
hohe WS-Aktivitäten mit 18:1-CoA. Bei den bifunktionalen Proteinen zeigten die WS- und DGAT-
Aktivitäten teilweise unterschiedliche Acyl-CoA-Spezifitäten (siehe 3.6.2). Dieser Effekt wurde auch 
bei der WS/DGAT aus Acinetobacter beobachtet (Kalscheuer und Steinbüchel 2003) und könnte auf 
einer Konkurrenz-Situation am aktiven Zentrum der Enzyme beruhen, welche dazu führt, dass der 
bevorzugte Thioester hauptsächlich mit dem bevorzugten Acyl-Akzeptor umgesetzt wird. Es ist 
jedoch auch möglich, dass sich die Acyl-CoA-Spezifität in Abhängigkeit zum eingesetzten Acyl-
Akzeptor verändert, wie es für die bakterielle Wachs-Synthase aus Marinobacter beschrieben wurde 
(Holtzapple und Schmidt-Dannert 2007). Im Vergleich mit den Acyl-CoA Spezifitäten anderer WS-
Enzyme zeigen sich deutliche Unterschiede. Die WS aus Marinobacter hydrocarbonoclasticus oder 
Jojoba und die humane AWAT2 besitzen eine Spezifität für ungesättige Acyl-CoA-Thioester 
verschiedener Kettenlängen (Cheng und Russell 2004; Turkish et al. 2005; Holtzapple und Schmidt-
Dannert 2007), während beispielsweise die humane AWAT1 (Turkish et al. 2005) oder die Euglena 
WS (Teerawanichpan und Qiu 2010) wie die WS aus Vögeln und Tetrahymena höhere in vitro WS-
Aktivitäten mit gesättigten Thioestern besitzen. Dennoch muss angemerkt werden, dass die 
Spezifitäten reiner Proteine denen der heterolog exprimierten Proteine in Membranen nicht 
unbedingt entsprechen müssen. Die gereinigte WS/DGAT aus Acinetobacter wies höhere Aktivitäten 
mit gesättigten Acyl-CoA als mit ungesättigten Acyl-CoA auf (Stöveken et al. 2005), während im 
Rohextrakt aus transgenen E. coli die höchsten WS-Aktivität mit ungesättigten Thioestern erhalten 
wurde (Kalscheuer und Steinbüchel 2003). 
Hinsichtlich der Acyl-Akzeptoren zeigten die meisten untersuchten Proteine sehr breite 
Substratspektren. Während GgWS1, GgWS2 und TtWS1 generell die höchsten Aktivitäten mit 
gesättigten Alkoholen besaßen, waren die WS4 Proteine der Vögel sowie TtWS2, TtWS3 und TtWS4 
auch mit Isoprenolen hochaktiv (Abbildung 64). TtWS2 und TtWS4 zeichneten sich zudem durch ihre 
Fähigkeit aus, ausgehend von 16:0-CoA und 12:0-Diolen Diester zu synthetisieren. Auf diese Vielfalt 
an Acyl-Akzeptoren geht auch die Bezeichnung multifunktionale Acyltransferasen zurück, welche sich 
insbesondere auf TtWS2 und TtWS4 anwenden lässt. Der Vergleich mit anderen multifunktionalen 
Enzymen zeigt, dass die Kombination von WS und DGAT nicht ungewöhnlich ist. Die humane AWAT2 
katalysiert neben der Synthese von Wachsestern in gleichem Maße die Bildung von Diacylglycerolen 
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und mit geringeren Aktivitäten auch TAG, Prenylester und Retinylester (Cheng und Russell 2004; 
Turkish et al. 2005; Yen et al. 2005), während die humane DGAT1 gleichermaßen zur Synthese von 
TAG, WE, Diestern und Retinylestern beiträgt (Yen et al. 2005). Das bakterielle WS-Protein aus 
Acinetobacter katalysiert die Bildung von WE, TAG, Diestern und Sterylestern (Kalscheuer et al. 2004), 
während die WS aus Marinobacter neben Wachsen auch Prenylester bilden kann (Holtzapple und 
Schmidt-Dannert 2007). Diese vier Enzyme gehören zu drei verschiedenen Gruppen an 
Acyltransferasen (Abbildung 35), was darauf hindeutet, dass die Multifunktionalität kein Merkmal 
einer spezifischen Gruppe ist.  
Die Aktivitäten der identifizierten Enzyme aus Vögeln führten zur Synthese von WE-Spezies, welche 
allerdings in den Bürzeldrüsen der Vögel nicht nachweisbar waren. Diese Unterschiede sind 
besonders im Huhn deutlich: Während endogen ausschließlich 2,3-Diester im Bürzeldrüsenextrakt 
enthalten sind, konnten Membranen aus den Bürzeldrüsen des Huhnes in vitro 1,2-12:0-Diol mit 
16:0-CoA verestern und 1,2-Diester synthetisieren (siehe 3.7.2). Die Diester-Synthase Aktivität war 
nur in den Membranen der Bürzeldrüsen des Huhnes detektierbar, nicht aber in anderen Geweben 
des Huhns oder in den Bürzeldrüsen von Gans oder Eule. Keines der analysierten WS-Proteine des 
Huhnes besaß in vitro Diester-Synthase Aktivität mit den Diolen. Andererseits konnte die Monoester-
Synthase Aktivität, welche in den transgenen Hefen mit Gallus-WS-Proteinen nachgewiesen wurde, 
auch in den Bürzeldrüsen des Huhnes dargestellt werden und ist ebenfalls in der Literatur 
beschrieben (Tang und Hansen 1976). Hinsichtlich dieser Ergebnisse entsprechen zumindest die WS- 
und DGAT-Aktivitäten, welche in den GgWS-Enzymen nachgewiesen wurden, denen der 
Bürzeldrüsen. Für die Diester-Synthese muss ein weiteres Enzym verantwortlich sein, eventuell ist 
diese Aktivität auch in GgDGAT1 zu finden, da die murine DGAT1 ebenfalls Diester bilden kann (Yen 
et al. 2005). Da dieses Protein in vitro inaktiv war, konnte die Diester-Synthese nicht untersucht 
werden. Fütterungsversuche mit 1,2-Diolen blieben ohne Ergebnis, was aber auch daran liegen 
könnte, dass diese Alkohole nicht oder nur schlecht von den Hefezellen aufgenommen oder von den 
Zellen direkt degradiert werden und der DGAT1 somit nicht zur Verfügung standen. 
Der Vergleich der WS-Aktivitäten aus den Bürzeldrüsenmembranen von Gans und Eule mit denen 
von AdWS4 und TaWS4 zeigte, dass die Aktivitäten der transgenen Hefemembranen auch in den 
Bürzeldrüsen zu finden waren. Die hohe WS-Aktivität mit 2-methyl-verzweigten Thioestern aus der 
Bürzeldrüse der Schleiereule hingegen passt nicht zur TaWS4, die mit diesem Thioester nicht aktiv 
war. Da GgWS1 und GgWS2 diese Thioester umsetzen können, sind eventuell Homologe dieser 
Proteine in der Schleiereule für diese Aktivität verantwortlich. Die Klonierung und Charakterisierung 
entsprechender Sequenzen wird zeigen, ob diese Vermutung zutrifft. 
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Insgesamt lieferten die in vitro Tests mit den Bürzeldrüsenmembranen Hinweise darauf, dass nicht 
primär die Spezifität der Enzyme für die Produktion bestimmter WE-Spezies in den Drüsen 
verantwortlich ist, sondern diese auch von den zur Verfügung stehenden Pools an Thioestern und 
Alkoholen abhängt, welche wiederum von anderen Enzymen bereitgestellt werden, die vermutlich 
höhere Substratspezifitäten als die WS besitzen. 
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5 Fazit und Ausblick 
Die vorliegende Arbeit identifizierte zehn Acyltransferasen mit unterschiedlichen Substratspezifitäten, 
von denen einige die vom ICON-Projekt gesuchten WE-Spezies (siehe 1.5) synthetisieren können. 
Insbesondere AdWS4 und TaWS4 zeigten hohe Aktivitäten mit verzweigten Alkoholen wie 
Isoprenolen, während GgWS1 und GgWS2 auch mit 2-methyl-verzweigten Acyl-CoA-Thioestern aktiv 
waren. Die verzweigten Monoester besitzen eine hohe oxidative Stabilität und aufgrund der 
Verzweigungen eine geringere Viskosität als unverzweigte Wachsester der gleichen Kettenlänge 
(Bhuyan et al. 2006; Yao et al. 2010). Ebenso sind die Diester, welche mit TtWS2 oder TtWS4 
hergestellt werden können, auch bei niedrigen Temperaturen fluide und darüber hinaus auch 
gegenüber Lipasen sehr stabil (Nikkari und Haahti 1968). Wachsester mit ungesättigten Fettalkoholen 
können mit Vogel-WS4 Proteinen oder mit TtWS2 oder TtWS3 hergestellt werden, während TtWS3 
das einzige untersuchte Protein ist, welches auch 18:1-CoA in vitro verestert. Alle identifizierten 
Proteine eignen sich für die Synthese mittelkettiger WE-Spezies (C24 bis C28), allerdings muss 
beachtet werden, dass die Spezifitäten der Enzyme generell nur schwach ausgeprägt sind und in vivo 
alle Proteine zu einem Einbau von ungesättigten Fettsäureresten in Wachsester führten, da 16:1 und 
18:1 im Fettsäuregemisch der Hefezellen dominieren (van der Rest et al. 1995). Daher kann vermutet 
werden, dass die verfügbaren Substratpools für die Bildung der verschiedenen WE-Spezies eine Rolle 
spielen. Die Coexpression der untersuchten WS mit geeigneten FAR-Sequenzen in den Samen von 
Ölpflanzen wird zeigen, ob und welche Wachsester produziert werden können. 
Weiterführende Versuche könnten sich beispielsweise auf die Klonierung von WS1 und WS2 
Proteinen in Vögeln beziehen. Obwohl GgWS2 aus dem Huhn kloniert werden konnte, gelang es nicht, 
homologe Sequenzen aus der Gans oder der Schleiereule zu identifizieren. GgWS1 konnte nur als 
Partialsequenz amplifiziert werden, nicht jedoch als vollständiger Leserahmen, was vermutlich an 
fehlerhaften Annotierungen der Intron-Exon-Sequenz liegt. Ausgehend von dieser Partialsequenz 
könnte jedoch versucht werden, einen vollständigen Leserahmen zu klonieren, der wiederum die 
Identifikation homologer Sequenzen in anderen Vögeln ermöglichen könnte. Diese beiden 
Sequenzen sind interessant, da die entsprechenden Proteine aus dem Huhn methyl-verzweigte Acyl-
CoA-Thioester als Substrate akzeptieren und die homologen Proteine aus der Gans und der Eule 
möglicherweise noch höhere Aktivitäten mit diesen besitzen.  
Interessant wären auch weitere Versuche mit GgDGAT1, um zu überprüfen ob dieses Enzym für die 
Diester-Synthese in der Bürzeldrüse des Huhns verantwortlich ist. In vitro konnte bislang keine 
 Fazit und Ausblick 
 
 
132 
 
Enzymaktivität ermittelt werden, was allerdings an suboptimalen Assay-Bedingungen oder dem 
falschen Expressionsystem liegen könnte.  
Des Weiteren stellt sich die Frage, welche Funktion die WS5 Homologe besitzen. Diese sind nicht nur 
in Vögeln, sondern auch in anderen Organismen stark konserviert. Trotz der hohen Ähnlichkeit zu 
den Vogel-WS4 konnte eine Funktion im Lipidstoffwechsel hier nicht nachgewiesen werden. 
Möglicherweise sind die verwendeten Hefezellen zur Expressionsanalyse nicht geeignet oder das 
Protein setzt keine Acyl-CoA-Thioester sondern beispielsweise Phospholipide um, weswegen die 
Aktivität im Assay nicht detektierbar war. 
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7 Abkürzungsverzeichnis 
10:0-FS   Decansäure, Caprinsäure 
10:0-OH  Decanol, Caprinalkohol 
12:0-FS   Dodecansäure, Laurinsäure 
12:0-OH  Dodecanol, Laurylalkohol 
14:0-FS   Tetradecansäure, Myristinsäure 
14:0-OH  Tetradecanol, Myristylalkohol 
16:0-FS   Hexadecansäure, Palmitinsäure 
16:0-OH  Hexadecanol, Cetylalkohol 
16:1-FS   Delta-9-cis-Hexadecensäure, Palmitoleinsäure 
16:1-OH  Delta-9-cis-Hexadecenol, Palmitoylalkohol 
18:0-FS   Octadecansäure, Stearinsäure 
18:0-OH  Octadecanol, Stearoylalkohol 
18:1-FS   Delta-9-cis-Octadecensäure, Ölsäure 
18:1-OH  Delta-9-cis-Octadecenol, Oleoylalkohol 
14:0-12:0-WE  Nomenklatur der WE, vorangestellt der FOH-Rest, danach folgt der FS-Rest, 
   Myristoyldodecanoat 
28:0-WE  Alternative Nomenklatur der WE, umfasst Gesamt-Kettenlänge und Anzahl der 
   Doppelbindungen in gesamtem Molekül 
A260 nm   Absorption bei 260 nm Wellenlänge 
ACAT   Cholesterylester-Synthase 
A.Bidest  entsalztes Wasser 
A. dest   destilliertes Wasser 
AS   Aminosäure(n) 
ASAT   Sterolester-Synthase 
att-Sites  Attachment Regionen der Excisionase und Integrase, verwendet im Gateway-
   System, adaptiert aus dem ʎ-Phagen 
AWAT   Wachs-Synthase 
bp   Basenpaare 
BSTFA   N,O-Bis-(Trimethylsilyl)-Trifluoroacetamide 
BTP   BIS-TRIS-Propan 
C10 – Cx   Länge der Kohlenstoff-Kette 
CDD   Conserved Domain Database 
cDNA   copy DNA 
CHES   2-(Cyclohexylamino)-ethansulfonsäure 
CoA   Coenzym(e) A 
DAG   Diacylglycerol 
DC   Dünnschichtchromatogramm, -chromatographie 
DCF   2´7´-Dichlorofluorescein 
DE   Diester 
DES   Diester-Synthase 
DGAT   Acyl-CoA:Diacylglycerol Acyltransferase 
DNA   Desoxyribonukleinsäure 
EDTA   Ethylendiamin-tetraessigsäure 
EGFP   Enhanced GFP 
ER   Endoplasmatisches Retikulum 
FAME   Fettsäure-Methylester 
FAR   Acyl-CoA Reduktase (fatty acyl-CoA reductases)4 
FG   Frischgewicht 
FOH   Fettalkohol(e), langkettiger Alkohol 
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FS   Fettsäure(n) 
GC   Gaschromatograph, Gaschromatographie 
GFP   Grün fluoreszierendes Protein (green fluorescent protein) 
h   Stunde(n) 
kb   Kilobasenpaare, 1000 bp 
LB-Medium  lysogeny broth-Medium nach Lennox 
ME   Methylester 
min   Minute(n) 
MOPS   3-(N-Morpholino)-Propansulfonsäure 
mM   mmol/l 
mRNA   messenger RNA 
OD   optische Dichte 
OD600 nm  OD gemessen bei 600 nm Wellenlänge 
PCR   Polymerase-Kettenreaktion(en) 
PES   Prenylester-Synthase 
RBW   Reagenzienblindwert, nicht-enzymatische Hintergrundaktivität in WS-Assays 
Rf-Wert   Retentionsfaktor in der DC, Quotient aus Laufstrecke des Analyten und 
   Laufstrecke des Laufmittels 
RNA   Ribonukleinsäure 
rRNA   ribosomale RNA 
RT   Raumtemperatur 
s   Sekunde(n) 
S   Svedberg-Einheit(en), 10-13 s 
SDS   Natrium-Dodecylsulfat 
TA   Annealing-Temperatur 
TM   Schmelz-Temperatur 
TAG   Triacylglycerol(e) 
TMD   Transmembrandomäne(n) 
TRIS   Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
v/v   Volumen pro Volumen [ml/ml] 
WE   Wachsester 
WS   Wachs-Synthase 
w/v   weight per volume, Gewicht pro Volumen [g/ml] 
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11 Anhang 
11.1 Weitere Abbildungen und Tabellen 
Abbildung 74 
 
Abbildung 74: Alignment von GgDGAT1 cDNA-Sequenzen.  
Das Alignment zeigt den Vergleich der klonierten GgDGAT1-Sequenz (JQ031642) mit der von NCBI vorgegebenen mRNA-
Sequenz (XM_422267.2) und der cDNA-Sequenz von ENSEMBL (ENSGALT00000006691). Die Nummern und Striche unter 
den Sequenzen geben die in der ENSEMBL-Datenbank annotierten Exon-Exon-Grenzen und die zugehörigen Exon-
Nummern (1 bis 17) an. 
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Abbildung 75 
 
Abbildung 75: Analyse der Wachsesterproduktion in GgWS5-exprimierenden Hefen.  
Das Gesamtlipidextrakt wurde aus Zellen extrahiert, die mit 250 µM 14:0-, 16:0- und 18:0-OH unter 
Standardbedingungen induziert wurden und mit internem Standard ohne vorhergehende DC über GC analysiert. (1) 22:1-
ME (interner Standard), (2) 30:1-WE, (3) 30:0-WE, (4) 32:1-WE, (5) 32:0-WE, (6) 34:1-WE, (7) 34:0-WE, (8) 36:1-WE, (9) 
36:0-WE. 
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Abbildung 76 
 
Abbildung 76: cDNA-Alignment der klonierten GgWS2-cDNA (JQ031644) mit Datenbank-Sequenzen. 
Der Vergleich zu den Sequenzen aus NCBI (XM_426251.2) und ENSEMBL (ENSGALT00000006967) zeigt die Unterschiede 
in der Basenabfolge, die grau hinterlegt wurden. Die Striche und Zahlen unterhalb der Sequenzen geben die Exon-Exon-
Grenzen der ENSEMBL-Vorhersage wieder und die Nummern der jeweiligen Exons. 
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Abbildung 77 
 
Abbildung 77: cDNA-Alignment von WS4 Homologen aus Huhn (Gg), Gans (Ad) und Eule (Ta).  
Die Abbildung zeigt den Vergleich der klonierten Sequenzen von GgWS4 (XM_419207), AdWS4 (JQ031643) und TaWS4 
(JQ031645). Grau hinterlegte Bereiche markieren unterschiedliche Nukleotide. 
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NCBI-Zugangsnummern aller verwendeten Referenz-Sequenzen 
Tabelle 33: NCBI-Zugangsnummern aller als Referenzen verwendeten Proteinsequenzen. 
Bezeichnung NCBI-Nummer Organismus 
HsAWAT1 NP_001013597.1 Homo sapiens 
HsAWAT2 NP_001002254.1 H. sapiens 
HsDGAT1 NP_036211.2 H. sapiens 
HsDGAT2 NP_115953.2 H. sapiens 
HsDGAT2L NP_940914.1 H. sapiens 
HsMOGAT1 NP_477513.2 H. sapiens 
HsMOGAT2 NP_079374.2 H. sapiens 
HsMOGAT3 NP_835470.1 H. sapiens 
HsACAT1 NP_003092.4 H. sapiens 
HsACAT2 NP_003569.1 H. sapiens 
EgWS ADI60058.1 Euglena gracilis 
ScWS AF149919_1 Simmondsia chinensis 
AcWS/DGAT AAO17391.1 Acinetobacter calcoaceticus sp. ADP1 
PxhWS AAZ08051.1 Petunia x hybrida 
MmAWAT1 NP_001074605.1 Mus musculus 
MmAWAT2 NP_808414.2 M. musculus 
MrDGAT2A AAK84179.1 Mortierella rammaniana 
MrDGAT2B AAK84180.1 M. rammaniana 
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Tabelle 34 
Tabelle 34: Codon-Nutzung von S. cerevisiae im Vergleich zu den klonierten Sequenzen aus G. gallus (GgWS2, GgWS4, 
GgWS5, GgDGAT1) und den für die Expression in B. napus optimierten Sequenzen (GgWS1, TtWS1, TtWS2, TtWS3, 
TtWS4). 
Die Codons, in denen sich größere Unterschiede beim prozentualen Vorkommen zeigen, sind hervorgehoben. 
AS Codon 
Codon Nutzung [‰] 
AS Codon 
Codon Nutzung [‰] 
S. cerevisiae G. gallus B. napus S. cerevisiae G. gallus B. napus 
Ala 
GCA 16,2 15,6 3,8 
Leu 
CTT 12,3 16,2 41,3 
GCG 6,2 4,2 1,3 TTA 26,2 9,9 1,9 
GCC 12,6 21,9 7,5 TTG 27,2 12,5 6,3 
GCT 21,2 22,4 39,4 
Lys 
AAA 41,9 19,3 9,4 
Arg 
AGA 21,3 13,0 14,4 AAG 30,8 26,6 72,0 
AGG 9,2 7,3 15,0 Met ATG 20,9 24,0 26,0 
CGA 3,0 7,3 1,3 Phe TTC 18,4 38,1 68,2 
CGG 1,7 7,3 3,8   TTT 26,1 35,0 7,5 
CGC 2,6 9,9 2,5 Pro CCA 18,3 24,0 6,3 
CGT 6,4 8,9 3,8 
 
CCG 5,3 4,2 0,6 
Asn 
AAC 24,8 15,6 51,3 
 
CCC 6,8 15,6 6,3 
AAT 35,7 13,6 1,9   CCT 13,5 11,5 28,8 
Asp 
GAC 20,2 13,6 11,9 Ser AGC 9,8 13,0 10,6 
GAT 37,6 17,2 15,6 
 
AGT 14,2 12,0 1,9 
Cys 
TGC 4,8 12,0 5,6 
 
TCA 18,7 8,3 1,9 
TGT 8,1 5,2 5,0 
 
TCG 8,6 3,1 0,6 
Gln 
CAA 27,3 6,8 6,9 
 
TCC 14,2 21,4 7,5 
CAG 12,1 19,8 29,4   TCT 23,5 7,3 26,9 
Glu 
GAA 45,6 24,5 11,9 Thr ACA 17,8 15,1 1,9 
GAG 19,2 23,5 43,2 
 
ACG 8,0 6,3 2,5 
Gly 
GGA 10,9 20,9 43,8 
 
ACC 12,7 14,1 29,4 
GGG 6,0 10,4 5,6   ACT 20,3 11,5 12,5 
GGC 9,8 20,3 4,4 Trp TGG 10,4 24,0 10,6 
GGT 23,9 14,1 7,5 Tyr TAC 14,8 26,6 56,3 
His 
CAC 7,8 16,7 20,7   TAT 18,8 17,7 1,3 
CAT 13,6 11,0 6,9 Val GTA 11,8 11,0 0,0 
Ile 
ATA 17,8 16,2 0,6 
 
GTG 10,8 32,9 23,8 
ATC 17,2 25,0 70,1 
 
GTC 11,8 17,7 5,6 
ATT 30,1 17,2 3,8   GTT 22,1 14,6 29,4 
Leu 
CTA 13,4 6,3 0,6 Stopp TAA 1,1 1,0 0,6 
CTG 10,5 37,6 10,6 
 
TAG 0,5 1,0 0,6 
CTC 5,4 29,2 49,4   TGA 0,7 0,5 1,9 
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11.2 Vektorkarten 
11.2.1 pENTR/SD/D-Vektoren 
 
Abbildung 78: Karten von pENTR/SD/D-Vektoren.  
A zeigt den linearen Vektor pENTR/SD/D-TOPO (Invitrogen), der für die TOPO-Klonierung eingesetzt wurde, B stellt einen 
Eingangsvektor mit cDNA-Insertion dar. KanR: Kanamycin-Resistenz zur Selektion transgener E. coli, pUC origin: 
Replikationsursprung in E. coli; attL1 und attL2: Attachment-Stellen des ʎ-Phagen, die für die Gateway-Klonierung 
eingesetzt werden; M13-For und M13-Rev: Bindestellen der zur Sequenzierung verwendeten Primer. Die Schnittstellen 
der verwendeten Restriktionsendonukleasen sind im Insert nicht angegeben. Die TOPO-Isomerase, welche an die Enden 
des linearisierten Vektors gebunden ist, ist nicht dargestellt. 
11.2.2 pDONR-Vektoren 
 
Abbildung 79: Karten von pDONR221-Vektoren.  
A zeigt den pDONR221 ohne Transgen (Invitrogen), der für die BP-Klonierung eingesetzt wurde, B stellt einen 
Eingangsvektor mit TtWS-Insertion dar, wie er von GeneArt erhalten wurde. KanR: Kanamycin-Resistenz zur Selektion 
transgener E. coli, pUC origin: Replikationsursprung in E. coli; CmR: Chloramphenicol-Resistenz zur Selektion transgener 
E. coli DB3.1; ccdB: kodiert DNA-Gyrase-Inhibitor, der für E. coli TOP10 letal ist; att P1 und attP2 beziehungsweise attL1 
und attL2: Attachment-Stellen des ʎ-Phagen, die für die Gateway-Klonierung eingesetzt werden; M13-For und M13-Rev: 
Bindestellen der zur Sequenzierung verwendeten Primer. Die Schnittstellen der verwendeten Restriktionsendonukleasen 
sind im Insert nicht angegeben. 
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11.2.3 pYES-DEST52-Vektoren 
 
Abbildung 80: Karten von pYES-DEST52-Vektoren.  
A zeigt den Ausgangsvektor (Invitrogen) und B den Vektor mit cDNA-Insertion, der für die Expression der WS-Sequenzen 
eingesetzt wurde. GAL1 Promotor: Galaktose-induzierbarer Promotor für die Expression in Hefe; CYC1 Terminator: 
Transkriptionsterminator; URA3: Kassette mit dem Gen zur Synthese von Uracil in Hefe, Selektionsmarker in Hefe; CmR: 
Chloramphenicol-Resistenz zur Selektion in transgenen E. coli DB3.1, ccdB: Gen kodiert DNA-Gyrase-Inhibitor, letal für 
E. coli TOP10; AmpR: Ampicillin-Resistenz zur Selektion transgener E. coli TOP10; attR1 und attR2 beziehungsweise attB1 
und attB2: Attachment-Stellen des ʎ-Phagen, die für die Gateway-Klonierung eingesetzt werden. Das V5-Epitop (V5) und 
der Hexa-Histidin-Tag (6xHis) können zum Protein-Nachweis genutzt werden, sofern die entsprechenden Sequenzen kein 
Stopp-Codon enthalten. Die Schnittstellen der verwendeten Restriktionsendonukleasen sind im Insert nicht angegeben. 
11.2.4 pAG425GAL 
 
Abbildung 81: Karten von pAG426GAL-Vektoren.  
A zeigt den Ausgangsvektor (Addgene) und B den Vektor mit cDNA-Insertion, der für die Coexpression mit pYES-DEST52-
GgFAR1 eingesetzt wurde. 2 µ origin: Replikationsursprung in Hefe; AmpR: Genkassette für Ampicillin-Resistenz, pBR322 
origin: Replikationsursprung in E. coli; GAL1 Promotor: Galaktose-induzierbarer Promotor für die Expression in Hefe; 
CYC1 Terminator: Transkriptionsterminator; LEU2: Kassette mit dem Gen zur Synthese von Leucin in Hefe, 
Selektionsmarker in Hefe; CmR: Chloramphenicol-Resistenz zur Selektion in transgenen E. coli DB3.1, ccdB: Gen kodiert 
DNA-Gyrase-Inhibitor, letal für E. coli TOP10; attR1 und attR2 beziehungsweise attB1 und attB2: Attachment-Stellen des 
ʎ-Phagen, die für die Gateway-Klonierung eingesetzt werden. Die Schnittstellen der verwendeten 
Restriktionsendonukleasen sind im Insert nicht angegeben. 
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11.2.5 pAG426GAL-EGFP 
 
Abbildung 82: Karten von pAG425GAL-EGFP-Vektoren.  
A zeigt den Ausgangsvektor (Addgene) und B den Vektor mit cDNA-Insertion, der für die Expression der EGFP-
Fusionskonstrukte eingesetzt wurde. 2 µ origin: Replikationsursprung in Hefe; AmpR: Genkassette für Ampicillin-
Resistenz, pBR322 origin: Replikationsursprung in E. coli; GAL1 Promotor: Galaktose-induzierbarer Promotor für die 
Expression in Hefe; CYC1 Terminator: Transkriptionsterminator; URA3: Kassette mit dem Gen zur Synthese von Uracil in 
Hefe, Selektionsmarker in Hefe; CmR: Chloramphenicol-Resistenz zur Selektion in transgenen E. coli DB3.1, ccdB: Gen 
kodiert DNA-Gyrase-Inhibitor, letal für E. coli TOP10; attR1 und attR2 beziehungsweise attB1 und attB2: Attachment-
Stellen des ʎ-Phagen, die für die Gateway-Klonierung eingesetzt werden. Die Schnittstellen der verwendeten 
Restriktionsendonukleasen sind im Insert nicht angegeben. 
11.3 Klonierte cDNA-Sequenzen 
AdWS4 (JQ031643) 
ATGACCTACCTAAGCTACTTTGCTTACATACTGGAAGAATGGACTGCTGT 
GGAATACCTGAAGAAATATTTTTTCCACATGGTCATCATCTCACTGACAA 
TTAGTGCAATGTTAATTTTTTTTATTGTTCCTTTAACAATCCTCTTTTTC 
ATTTACCTTACTAATGTTTTGCTTTTAATATATCAGAGGAATGATGAGGT 
AAAAGCTGCAAAAGATCCCTTGAGCAATGTTTGGGATAGTGCAAGAAAAA 
CTGTGGCAAGCTTTTGGGATATATATGCAAGAATATGGCATGGTTATGAA 
CTTCATGGTGTGGAAAACCTACCAGAAGGACCAGGCATTCTTGTTTATTA 
CCATGGAGCTATTCCCATAGACTACCTTTACTTCTTATCTAGGCTGTTTC 
TCTGGAAGAAAAGACTTTGTCTGTCAGTAGCTGATCATTTTGTCTTTCGT 
TTACCAGGACTCAAGTTACTGTTAGAAGTGACTGGTGTTATGCCAGGTAC 
GAGGGAGGAGTGTCTCAGTGCACTGAAGAATGGTCACCTGGTGTCTATAT 
CACCAGGTGGAGTTAGAGAAGCACTGTTCAGTGATGAAAGTTATCAGCTC 
ATGTGGGGAAATCGAAAAGGCTTTGCTCAGGTTGCTCTAGATGCAAAAGT 
GCCCATCATTCCAATGTACACTCAAAATGTACGAGAAGGATACAGGATGT 
TTAAAGAACGAAGATTTTTCAGAAAATTGTATGAAAGTACACGATTGCCA 
TTTACTCCTCCATACGGAGGACTTCCAGTTAAATTTCGCACATATATAGG 
GGAGCCGATCCCTTATGATCCAAATATAACTACAGATGAGTTAGTTGAAA 
AGACAAAGACTGCAGTTCAGGCTTTGATAAAGAAGCACCAAACGATCCCA 
GGCAGCATATGGAAGGCTTTAATGGACCGATTTGATAAACATTGTAAAAG 
TGATTAG 
 
GgDGAT1 (JQ031642) 
ATGGCAGGTGAAGACTGTGTAAGAAAACGCCCGTCTGGCTCCACCACAAC 
CTACAAGAGCCCCGAGAATGAAGAGATGCAGAGGAGACCCGATGGCGACA 
GATCCTTTCAGAACTCCAGCAATGGCCGTGTTGATGTGGACCATGTGATA 
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ACAAGGAAGATGCAGCTAATAGCAGAAGCTGAGCAACTGAAACCAGTTTT 
CATGAAGGAGGTGGACAGTCACTTCACAGAGTTTGTGAACAGTTTGGTGG 
CAAAGTCAGCACTCCTGGATTCCTCATCTTCAGCTTCCCTCTTCCCAGCT 
TCCTGCTCTGAGAAGGAGCTACACAAAGCCAAGGCCTTGAGAGCCCCTCC 
AGAACACGGGAAGATCTTCACTGCCAGAAGGTCCCTCTTGGATGAGCTGT 
TTGAAGTGAGTCACATCAGGACAATCTACCACATGTTCATCGCCCTTCTC 
ATCGTCTTCATCCTCAGCACGCTTTTAGTAGACTTCATTGATGAAGGAAG 
GCTGGTCCTTGGGTTTGATCTCTTGGTCTACGTTTTTGGAAAGTTTCCGG 
TCGTCTTCTGTACTTGGCTGTGCATGTTCTGTGCCACGGTTATCATTCCA 
TACAGCCTTTTCTCCCAGTGGGCCCAAGGTTACTGCAGTTCCTCCCATCG 
TGTAATCTACTCTCTCTTCTATGGAACGTTGTTCACTCTCTTCCAAACGG 
TTGGCCTTGGGATTGGGCCAACTTATGTTGCTATATCATATGCCCTGCCT 
CCAGCTTCCCGTTTTATTGTAATACTGGAACAGGTTCGTCTTGTTATGAA 
GGCTCACTCATTCGTCCGTGAGAATGTACCCAGAGTCCTGTCTTCAGTAA 
AGGAGAAGTCTAGCTCAGTACCTATTCCTCGAATTTCTCAATACTTGTAC 
TTCCTCTTTGCTCCCACCCTCATCTATAGAGACAACTATCCCAGGAATCC 
TATGGTAAGATGGGGCTACGTAGCTACCAAGTTTGCACAGGTGCTTGGTT 
CACTTTTTTATGCCTACTACATCTTTGTGAGGCTCTGCATTCCTCAGTTT 
CGCAACAGTAGTCAAGAAACCTTTAATCTTCGAGGGCTGGTCTTGTGCAT 
CTTCAACTCCATTCTGCCAGGAGTACTGATTCTTTTCCTGGTGTTCTTTG 
CCTTCCTTCACTGCTGGCTTAATGCGTTTGCTGAGATGATGCGCTTTGCA 
GATAGGATGTTCTACAAGGACTGGTGGAACTCCACATCCTATGCAAACTA 
CTACCGAACTTGGAACGTGGTAGTGCACGACTGGCTCTATTACTATGCCT 
ACAGGGACTTCCTCTGGTTTTTTGGCAAGAAGTTCAAAGCTGCAGCTATG 
CTGTCCGTCTTCACAGTATCGGCTGCTGTGCATGAATATGTTCTGAGCAT 
CTGCTTCGGCTTCTTCTACCCAGTTCTCTTTTGCTTGTTTATGTGCTTTG 
GAATGCTCTTTAACTTCATCCTTAATGACCGCCGGAAGGGGCCTATCTGG 
AACGTGATCATGTGGACATCCCTCTTTTTGGGCCAAGGTGTCATCATCTG 
CCTCTACAGCCAGGAGTGGTACGCCCGCCAGTACTGTCCTGCAGAAAATC 
CTGCGTTCCTGGACTACTTAAAACCTCGCTCGTGGTCATGTCACGTGCAG 
ATGTA 
GgWS1 (XM_424082.2) 
ATGGAGCGTGCCTATAAAATCTGTGATGACACCACGTCCAAAAGACTGAA 
AAACCTCTTCTGGGCTGTGCAGAACGGGTCCCCCCAGGTGAGCCGTTCCT 
CTCCCACCACCCTCACCGCTCACCGCCTGGCTTTTCTCCCAGCACAGTGC 
TGCACCGCTGCCTTCATCGGCCTCCTCTTCACCCGCTTCTGGCTGCTCAG 
TGTCCTCTATGCCGCCTGGTGGTTCGTGGACAGGGAAGCACCGCTCAGGG 
GTGGGCGACGGATCCACATGGTGCGGAACAGCGCAGTCTGGAGACACATG 
AGGGACTTCTTCCCCGTCACGCTGGTGAAAACAGCAGAGTTGGACCCCAG 
GCAGAACTACTTGGTGGGATTTCACCCCCACGGGGTCCTGGCAGTGGGAG 
CCTTCATCAATTTTGGAACAGAGGCGACAGGCTTTTCCACGATCTTCCCA 
GGCATCACCCCACACCTGATGATGCTCTCCTTATGGTTTCGTGTCCCCTT 
CTTAAGGGACTACCTGATGAGCGGAGGCCTTGTGTCCTCTGATAAGGAGA 
GTGCGTACCATGTGCTGCAGAGGCCAGAGGGGGGGAACCTGTTGGCCATC 
ATCGTTGGTGGGGCTCAGGAGGCTCTGGATGCCCGGCCAGGATCCTGCAC 
CTTGCTGCTGAAGAATAGGAAGGGATTTGTCCGCGTGGCCATCGAGCAGG 
GCACCCCACTGGTCCCTGCCTTTTCCTTTGGGGAGAATGAGCTCTTCGAC 
CAGGTGAGCAACCCCAAGGGCTCGTGGCTGCGGTGGATCCAGCACCGGCT 
CCAGCAGATCATGGGCATCTCCCTACCCCTCTTCCACGCAAGAGGTATCT 
TCCAGTACAGCTTCGGGCTGGTGCCCTACCGCCGGCCTATCAACACCGTG 
ATTGGGAAGCCAATTCCCGTGCTGAAGAAGCACAAGCCAACGGAGGAAGA 
GGTTGATCGAGTCCATAAGAAATACTTAGAAGAGCTGAGCAAGCTCTTTG 
AGGAGCACAAAGCTAAATACAACGTCCCAGAAGACAGTCACCTCGAATTT 
ATATAG 
 
GgWS2 (JQ031644) 
ATGAAAACAATCATTGCAGCCTGCTCCCAAAACCTGAGTGGCAGCCGTGC 
CAGCCTCCATGCCGCCCTGCGCACACTGCTGGCCGTGCCGTGGCCCTCGC 
AGCGAGATGTCCGTGCCTGGCTGCAGCTCCTCGCCGTGCTCCAGTGGGTG 
CTCAGCTTCCTGCTGCTGGGTCCCGTCACCCTGGTGCTGCTCATCTACCT 
GGTGTTCACCCGCTTCTGGCCCATCTCCGCTCTCTACCTGGCTTGGGTCA 
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TTTTTGATTGGGACACACCAGAGAAAGGAGGCAGGAGGTTGCCGTGCCTG 
AGGAGATGGTCCGTGTGGAGGCATTTTCGGGACTACTTCCCTGTGAAGTT 
GGTGAAGACACACGACCTGTCCCCTGGCCACAACTACATCATTGGTTCCC 
ACCCCCACGGCATTCTCTGCGTCGGCGCCTTCTGCAATTTCATCACTGGC 
TCCACCGGCTTCTCCGAGCTGTTCCCAGGCATCCGGCCCTTCCTCACCAC 
GCTGGCTGGAAACTTTCGTCTGCCCCTCTTCAGGGAGTACCTTATGAGTG 
GAGGGCTGTGCCCAGTGACACGCCGTGCCATCGGCCACCTGCTCTCCAAG 
AATGGCACCGGCAACGCCGTGGCCATCGTCATCGGTGGAGCAGCTGAGTC 
GCTCTCCTGCAGCCCTGGCGTCACCACGCTCATCCTGAAGAACCGTAAGG 
GTTTCGTCCGCATGGCCCTGCAGCATGGTGCCTTCCTCGTGCCCTCCTTC 
TCATTTGGAGAGAACGAGCTGTTCCGCCAGGTGGTGTTTGAGGAGGGCAG 
CTGGATGCGGGCCGTGCAGCAGCGCTTCCAGAAGATGATGGGTTTTGCTC 
CCTGCGTCTTCTACGGCCGTGGCCTCACCTCGGTGCGCTCACGGGGCTTC 
CTGCCCTACGCCCGGCCCATCACCACCGTGGTGGGAGAGCCGGTGACGGT 
GCCGAAGATTGAGGAGCCGAGCAGCGAGGTGGTGGATCTGTACCATGGAA 
TGTACGTGCGCTCCCTGCTCAAGCTTTTCAACGACAACAAGACCAAGGCC 
TCATCCTGGAGACAAAAATCCACATGGCCCAGGAGTTGA 
 
GgWS4 (XM_419207.1) 
ATGACCTACCTAAGCTACTTTGCTTGCATGCTGGAAGAATGGACTGCTGT 
GGAGTACCTGAAGAAATATTTTTTCCACATGGTCATCATATCAGTGACAA 
TTAGTGCAATATTAGTTTTTTTTATAGTTCCTTTAACAATTCTATTTTTC 
ATTTACCTTACTAACGTGTTGCTGATAATATATCAGAGGAATGGTGAGGT 
AAAAGCAGATCCCTTGAGTGATGTTTGGGATAGTGCAAGGAAAACTGTGG 
CAAGCTTCTGGGATATATATGCAAGAATATGGCATGGTTATGAACTTCAC 
GGTGTGGAAAACCTACCAGAAGGACCAGGCATTGTTGTTTATTACCATGG 
AGCTATTCCAATAGACTACCTCTACTTTTTATCTAGGCTATTTCTCTGGA 
AGAAGAGACTTTGTCTGTCAGTAGCTGATCATTTTGTCTTTCGTTTACCA 
GGGCTCAAATTATTACTAGAAGTGACTGGTGTTATGCCAGGTACAAGGGA 
GGAGTGTCTCAGTGCGCTGAAGAATGGACACTTGGTGTCTATTTCACCAG 
GTGGAGTAAGAGAAGCCCTATTCAGTGATGAAAGTTACCAGCTCATGTGG 
GGAAATCGAAAAGGCTTTGCTCAGGTTGCTCTAGATGCGAAAGTGCCCAT 
CATTCCAATGTATACTCAAAATGTCCGGGAGGGATACAGAATGTTTAAAG 
AACGAAGATTTTTCAGACAATTGTATGAAACTACTCGATTGCCATTCACT 
CCTCCATATGGAGGACTTCCAGTTAAATTTCGCACATATATAGGGGAGCC 
AATACCTTATGATCCAAATATAACTACAGATGAATTGGTTGAAAAGACAA 
AGACTGCAGTCCAGGCTCTAATAAAGAAGCACCAAACAATCCCAGGCAGC 
ATATGGAAGGCCTTATTGGACAGATTTGATAAACATTGTAAAAGTGATTA 
G 
 
GgWS5 (NM_001031021.1), AdWS5 (JQ031647) und TaWS5 (JQ031646) 
ATGATAGGTAGCAATGAATCCTCTACTGAAGGACCAATACCTACATCCTA 
CTTAAGCTTCCTGGCTTACTTACTGGGAGAATGGACTGGTGTGGAACACA 
CTGAAGATTATCTGAGTTATGGAGCCTACCTTTCATGGGTGCTTTTTCCA 
CTTGCAATAGTTTTTATACTTCCAGTAGCTATCTTCTTCTTCTGCTTCAA 
CACTTCCCTTCTCCTTCTTCATATTTATAAAAGGAGGAAGAATGGATTTA 
ATGAAGGACATTCTGGTGATGTTTGGTATGGTGCAAAAGAAATGTTGGCT 
AACCTGTGGGATGGACATGGGAGAGTATGGCATGGTTATGAACTTCACGG 
GGATGAAAATATTCCAGAAGGACCAGCACTGATTGTGTTTTATCATGGAG 
CTAGTCCTGTTGACTATCTCTATTTCATGGCTAGACTTCTTATACGAAGG 
AAGAGATACTGCCACGTAGTAGCGGATCATTTCGTCTTTAGATTACCAGG 
TTTAAAAATGTTTATTGAAGTACTTGGCGTTATGCATGGACCAAAAGAAG 
TATGTGTCAGTGCTCTGAAGAAAGGCTATCTGTTAGCTATTTCTCCAGGT 
GGAGTTCGGGAAGCACTCTTTAGTGATGAAACATATGCTATTATGTGGGG 
TAATCGAAAGGGCTTTGCCCAGGTGGCCATTGATGCAAAAGTGCCCATCA 
TTCCTATGTTTACACAAAATGTTCGAGAAGGCATTAGGACATTAGGAGGA 
ATAAAAATATTTAGGAAACTGTATGAACGTATAAGATTGCCAATAGTTCC 
TATGTACGGCTGGTTTCCAGTCAAGTTTCGTACGTTTATCGGAGAACCCA 
TTCCATATGATCCAAATATAACTGCTGAGGAACTGACTGCGAAGACAAAA 
GCAGCACTCCAGGCTCTAATAACCAAACATCAGAAAATACCAGGAAATAT 
ACTGAGGGCTTTAATGGAACGATTTCAAACACGACAGAAAGAAGACTAA 
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TaWS4 (JQ031645) 
ATGACCTACCTAAGCTACTTTGCCTATGTACTAGAAGAATGGATTGTTGT 
GGAGTACCTGAAGGAATACCTTTTTCATGTGGTCATTGTCTCACTGACAA 
TAAGTGCAATATTAGTTTTTTTTATAGTTCCTTTAACAATCCTCTTTTTC 
ATTTACCTTACTAATATTTTGCTTTTAATATATCAGAGGAACAGTGAGGT 
AAAAGCAGATCCCTTGAGCGATGTTTGGGATAGTGCAAGGAAAACTATAG 
CAAGCTTTTGGGATATATATGCAAGAATATGGCATGGTTATGAGCTTCAT 
GGTGTGGAAAATCTACCAGAAGGACCGGGTATTCTTGTGTATTACCATGG 
AGCTATTCCTGTAGACTACCTTTACTTTTTGTCTAGGCTGTTTCTCTGGA 
AGAAAAGGCTTTGTCTGTCAGTAGCTGATCATTTTGTCTTTCGTTTACCA 
GGACTTAAATTATTACTGGAAGTGACGGGTGTTATGCCAGGTACAAGGGA 
GGAGTGTCTTATCGCACTGAAGAATGGACACTTGGTGTCCATCTCACCAG 
GTGGAGTTAGAGAAGCACTATTCAGCGATGAAAGTTACCAGCTTATGTGG 
GGAAATCGAAAAGGCTTTGCTCAGGTCGCTCTAGATGCAAAAGTGCCCAT 
CATTCCAATGTATACTCAAAATGTCCGGGAAGGATATAGGATGTTTAAGG 
AAAGAAGATTTTTTAGGCAGCTGTATGAAAGTACTCGATTGCCGTTTACT 
CCTCCATATGGAGGACTTCCAGTTAAATTTCGCACATACATTGGGGAGCC 
AATCCCTTACGATCCAAATATAACTACAGAGGAATTAGTTGAAAAGACAA 
AGACTGCTGTCCAGGCGCTCATAAGCAAGCACCAAACAATCCCAGGCAGC 
ATATGGAAGGCTTTACTGGACAGATTTGATAAACATTGTAAAAGTGATTA 
G 
 
TtWS1 (XM_001027910) 
ATGACCGAGTTCTCTAAGCTTAAGGACCTTCCTAAGAGGCCTTTCAGAAC 
CCTTATCGGATCTTCTATCCTCCTTCTCTACGGACTTGGACCTTTCCTTA 
TGCTCATCGTGTACTACTACGCTTACCAGGGATCTCTTGCTTGTCGTATC 
CTCTCTGTGCTCCAGATCATTGCTCAGATCTTCGCTAAGAGATCTCAGAC 
CTACCTTTCTCTCCTCAGATACCTCGACCTTGAGCTTTACTTCGACGGAT 
TCACCTTCGAGACTGTGGATGGACCTATCAACCAGGAAAAGTCCCTTTTC 
GCTGTTCATCCTCACGGAATCTTCTCACTCGGAATGTTCCTCAACAACCA 
CAGAGATCACTTCGGAAAGAACGCTGTTGTTTGCGGATCTAGGATGGTTA 
CTATCGCTCCTATCATGGGACTTCTCCACAAGCTTGGAGGAATGGTTTCT 
GTGAACCCTGAGTCTCTTCAGCAGATTATGAAGAAGGGAAACAACATTGC 
TCTTCTCCCTGGTGGATTCGAGGAAGCTACCATCTCTAGCAGGAAAGAGA 
ACAGGATCTTCATCAAGAGCAGGAAGGGATTCATCAAGTACGCTATCCGT 
TACGGATACAAGGTTTACCCTACCTTCGTGTTCAACGAGAACCGTATCTA 
CAACTACTTCGACAAGTTCGAGAACTTCAGGCTCTTCCTCAACAAGTTCA 
AGCTCGTGGGTGTTATCTTCTGGTCTAAGCTCGGAATGCTTCCTGAGTTC 
AACCATGAGATCCACACCGTTGTTGGAAAGCCTATGGATCTCCCTCAAAT 
GGAAAACCCTAGCCAGGATATCGTTGAGAAGTACCACACTCAGTACATCG 
AGCAGCTTCAAGCTCTTTACGAGAAGTACTCCAAGATCTACAACGTGAAA 
GAGGAACTCAAGCTCTACTGA 
 
TtWS2 (XM_001026090) 
ATGTCTGGATCTGATTCTGATAACAAGAGGCCTACCAGAAACCTTAAGTC 
TGTGATCGGAAGCACTTTCTTCGCTATCTACAACTTCCTCCCTGTTCTCA 
TGGTTTACATCTACTACAAGGCCATCACTGGAAACCTTATCTGTATCGCC 
CTCTCTATCATCCAAATCTACGCTCAGGCTACTGCTAAGAAGTCTACCCT 
CTACAGAAAGTTCCTTACCTACTTCTCTGCTGAGTACTTCTTCGATGAGT 
ACACCCTCAAGAAAGAGGAAGAGTTGGCTCCTGAGAAAACTCTTCTTGCT 
GTTCACCCTCACAACGTTTACACTGTTGGACTTTCTATCCACGATTACGC 
TGGTAGACTTGGAAACCAGCTCATCTGCGGATCTAGAATGCTTCTTTACA 
CCCCTCTTCTCGGACTTGTTCATAAGTGGGGAGGTGTTACTACTGTTGAC 
GCTGCTAACCTCAAGTCTTTGATGAGCAAGAACAAGAACATCTCTATCCT 
CCCTGGTGGATTCGAGGAAGCTACTCTTACTACCCCTAAAGAGAACAGGG 
TTTTCATCAAGAACAGGAAGGGATTCATCAAGTACGCTCTCAGATACGGA 
TACAACGTTCACCCTGTGTACATCTTCAACGAGAACAAGATCTTCTACAC 
TTTGGAGAAGTTCGAGCAGTTCAGACTTCTTTTGAACAAGCTCAAGCTCG 
TTGGAGTTATCTTCTGGTCTAGATTCGGATGTATCCCTGAGCCTTGCTCT 
AAGGTTAACACCGTTGTGGGAAAGGCTATCAAGATGCCTAAGATCGAGAA 
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CCCTACCGATGATGAAGTTGACAAGTACCACGAGATCTACGTTAACGCTC 
TCAAGGATCTCTTCGATAGAAACAAGGCTCTTTACGGACAAAAGGACGAG 
GTTCTCAAGATCTACTGA 
 
TtWS3 (XM_001008104) 
ATGACCATGCAGATCATCTTCTACTTCTACAGGACCAAGATCCTCGTTGA 
TAAGATGTCTCTTAACCCTTGGGCTGGTAGACCTTTCAAGGCTGTGTTCG 
GATTCTTCTTCATCTGTTTCTGCATGTCTCTCCCACTTCAGTTCATCTAC 
ATCTACAAGAAGGCTTTGGAGGGAAACATCTTTATGATCATCATCTCACT 
CCTCCAGATCTACTTCCAGTACTTCGCTAAGGTTAAGGCTCAACCTGCTC 
TTATCAAGTTCACCAAGTGGATGCATTACGAGAAGTACTTCGAGGAATTC 
AACTTCCATCAGGTTGAGGAACACCTCCAAGAGAAGGATTCTATCTTCGC 
TGTTCACCCTCATTACATGTTCACCTACGGACTTGTTCTTAACTACTACC 
AGGGAAACTTCGGAAAGAACCTTGCTGTTCTCACTACCAGATCTCTTCTC 
ATGCTTCCTGGATACGGACTTCTTCATCAGCTTACCGGACTTCAAGGTGT 
TGATGCCGAGAACATGAAGAAATTGATGAAGAACCACCAGAACTTCGCTC 
TTGTTCCTGGTGGATTCGAGGAAGCTACTCTTACTACCAGGAACGAGCAG 
AAGATCTTCGTTAAGAACAGGAAGGGATTCATCAAGTACGCTATCCAGGG 
AGGATACACCATCTACCCTGTGTACATCTTCGGAGAGTCTAAGGCTTACC 
ACTACATCGAGTCATTCCTTAACCTTAGGCTCGCTCTCAACAAGATCAAG 
ATGGTGGGAGTGTTCTTCTGGTCTAGATTCGGACTTATCATCCCTGAGTG 
GAAGGTTAAGATCAACACCGTTGTGGGAAAGGCTCTTAAGTTCCCTCAGT 
CTGACAACCCTAGCAAAGAACTTATCGACAAGTGTCATGCTGAGTACATC 
GAGGCTATCAAGAACCTTTACTACTCTCACAGAGAGAAGTTCGGAGAGAC 
TGCTGAGCTTGCTATCTACTAA 
 
TtWS4 (XM_001019739) 
ATGGCTTCTCAGTCTATCGATAGCCAGAAGCAGGACAAGATCAAGAAGAT 
TAAGGCTAGCATCGGAGTGTTCTTCGTGTTCGTGATCATGGCTCTCTTCA 
TCATCTACGTGTACCTCATCATCAGAGGACTCATCCAGAGAGACATCGTT 
ATCCTTACCTTCACTGCTACCCAGATCATCTACCAGGTGTTCTTCGCTAA 
GAAGAACCAGACCTTCATCAACTTTTTCCAGTACTTCGAGTGCCACAACT 
ACTTCAACCACGCTATCGTTGAGTTCGAGGAAGAGATGCAAAAGAACAAC 
AGCATGCTCTGTGTTCATCCTCACGGAATCCTTACTGTTGGACTCCTTCT 
CAACCTCAACACCTACATCCAAATGCCTGCTCTCAGCTCTAGATTCCTTC 
TCTCTACCCCTTTCCTTGGAATGCTCTGTAAGTGGTGGGGATTCAAGTCT 
GTGGACGGAAGCAACTTCAAGAAGCTCTGCGAGAACGGACAAAACTTCGC 
TCTTGTGCCTGGTGGATTCGAGGAAGCTACTCTCTCTTCTCAGACCAAGG 
ATAGGGTGTACATCAAGCACAGGAAGGGATTCATCAAGTACGGACTCAAG 
TACGGATACAAGATCTACCCTATGTACACCTTCAACGAGAACAAGCTCTT 
CAAGACCCTTGATGATACCCTCCTCAACTTCAGACTCTACCTCAACAAGC 
TCAAGCTTGTGACCGCTATCTTCTACTCCAAGTACCTCTTCATCCTCCCT 
GATCCTAACTACAACCTCACCTCTGTTGTTGCTAAGGGAATCCAGCTTCC 
TAAGATCGAGAACCCTACCAAGCAAGATGTTGAGAAGTACCACCAGATGT 
ACATCACCGAGCTTAAAGAGCTTTTCAACAGGCACAAGGCTAGGTTCAAC 
AACAACAACGAAATGATCATCTACTGA 
11.4 Proteinsequenzen 
AdWS4 (JQ031643) 
MTYLSYFAYILEEWTAVEYLKKYFFHMVIISLTISAMLIFFIVPLTILFF 
IYLTNVLLLIYQRNDEVKAAKDPLSNVWDSARKTVASFWDIYARIWHGYE 
LHGVENLPEGPGILVYYHGAIPIDYLYFLSRLFLWKKRLCLSVADHFVFR 
LPGLKLLLEVTGVMPGTREECLSALKNGHLVSISPGGVREALFSDESYQL 
MWGNRKGFAQVALDAKVPIIPMYTQNVREGYRMFKERRFFRKLYESTRLP 
FTPPYGGLPVKFRTYIGEPIPYDPNITTDELVEKTKTAVQALIKKHQTIP 
GSIWKALMDRFDKHCKSD 
 
GgDGAT1 (JQ031642) 
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MAGEDCVRKRPSGSTTTYKSPENEEMQRRPDGDRSFQNSSNGRVDVDHVI 
TRKMQLIAEAEQLKPVFMKEVDSHFTEFVNSLVAKSALLDSSSSASLFPA 
SCSEKELHKAKALRAPPEHGKIFTARRSLLDELFEVSHIRTIYHMFIALL 
IVFILSTLLVDFIDEGRLVLGFDLLVYVFGKFPVVFCTWLCMFCATVIIP 
YSLFSQWAQGYCSSSHRVIYSLFYGTLFTLFQTVGLGIGPTYVAISYALP 
PASRFIVILEQVRLVMKAHSFVRENVPRVLSSVKEKSSSVPIPRISQYLY 
FLFAPTLIYRDNYPRNPMVRWGYVATKFAQVLGSLFYAYYIFVRLCIPQF 
RNSSQETFNLRGLVLCIFNSILPGVLILFLVFFAFLHCWLNAFAEMMRFA 
DRMFYKDWWNSTSYANYYRTWNVVVHDWLYYYAYRDFLWFFGKKFKAAAM 
LSVFTVSAAVHEYVLSICFGFFYPVLFCLFMCFGMLFNFILNDRRKGPIW 
NVIMWTSLFLGQGVIICLYSQEWYARQYCPAENPAFLDYLKPRSWSCHVQ 
M 
 
GgWS1 (XP_424082) 
MERAYKICDDTTSKRLKNLFWAVQNGSPQVSRSSPTTLTAHRLAFLPAQC 
CTAAFIGLLFTRFWLLSVLYAAWWFVDREAPLRGGRRIHMVRNSAVWRHM 
RDFFPVTLVKTAELDPRQNYLVGFHPHGVLAVGAFINFGTEATGFSTIFP 
GITPHLMMLSLWFRVPFLRDYLMSGGLVSSDKESAYHVLQRPEGGNLLAI 
IVGGAQEALDARPGSCTLLLKNRKGFVRVAIEQGTPLVPAFSFGENELFD 
QVSNPKGSWLRWIQHRLQQIMGISLPLFHARGIFQYSFGLVPYRRPINTV 
IGKPIPVLKKHKPTEEEVDRVHKKYLEELSKLFEEHKAKYNVPEDSHLEF 
I 
 
GgWS2 (JQ301644) 
MKTIIAACSQNLSGSRASLHAALRTLLAVPWPSQRDVRAWLQLLAVLQWV 
LSFLLLGPVTLVLLIYLVFTRFWPISALYLAWVIFDWDTPEKGGRRLPCL 
RRWSVWRHFRDYFPVKLVKTHDLSPGHNYIIGSHPHGILCVGAFCNFITG 
STGFSELFPGIRPFLTTLAGNFRLPLFREYLMSGGLCPVTRRAIGHLLSK 
NGTGNAVAIVIGGAAESLSCSPGVTTLILKNRKGFVRMALQHGAFLVPSF 
SFGENELFRQVVFEEGSWMRAVQQRFQKMMGFAPCVFYGRGLTSVRSRGF 
LPYARPITTVVGEPVTVPKIEEPSSEVVDLYHGMYVRSLLKLFNDNKTKA 
SSWRQKSTWPRS 
 
GgWS4 (XP_419207) 
MTYLSYFACMLEEWTAVEYLKKYFFHMVIISVTISAILVFFIVPLTILFF 
IYLTNVLLIIYQRNGEVKADPLSDVWDSARKTVASFWDIYARIWHGYELH 
GVENLPEGPGIVVYYHGAIPIDYLYFLSRLFLWKKRLCLSVADHFVFRLP 
GLKLLLEVTGVMPGTREECLSALKNGHLVSISPGGVREALFSDESYQLMW 
GNRKGFAQVALDAKVPIIPMYTQNVREGYRMFKERRFFRQLYETTRLPFT 
PPYGGLPVKFRTYIGEPIPYDPNITTDELVEKTKTAVQALIKKHQTIPGS 
IWKALLDRFDKHCKSD 
 
GgWS5 (NP_001026192.1), AdWS5 (JQ031647) und TaWS5 (JQ031646) 
MIGSNESSTEGPIPTSYLSFLAYLLGEWTGVEHTEDYLSYGAYLSWVLFP 
LAIVFILPVAIFFFCFNTSLLLLHIYKRRKNGFNEGHSGDVWYGAKEMLA 
NLWDGHGRVWHGYELHGDENIPEGPALIVFYHGASPVDYLYFMARLLIRR 
KRYCHVVADHFVFRLPGLKMFIEVLGVMHGPKEVCVSALKKGYLLAISPG 
GVREALFSDETYAIMWGNRKGFAQVAIDAKVPIIPMFTQNVREGIRTLGG 
IKIFRKLYERIRLPIVPMYGWFPVKFRTFIGEPIPYDPNITAEELTAKTK 
AALQALITKHQKIPGNILRALMERFQTRQKED 
 
TaWS4 (JQ031645) 
MTYLSYFAYVLEEWIVVEYLKEYLFHVVIVSLTISAILVFFIVPLTILFF 
IYLTNILLLIYQRNSEVKADPLSDVWDSARKTIASFWDIYARIWHGYELH 
GVENLPEGPGILVYYHGAIPVDYLYFLSRLFLWKKRLCLSVADHFVFRLP 
GLKLLLEVTGVMPGTREECLIALKNGHLVSISPGGVREALFSDESYQLMW 
GNRKGFAQVALDAKVPIIPMYTQNVREGYRMFKERRFFRQLYESTRLPFT 
PPYGGLPVKFRTYIGEPIPYDPNITTEELVEKTKTAVQALISKHQTIPGS 
IWKALLDRFDKHCKSD 
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TtWS1 (XP_001027910) 
MTEFSKLKDLPKRPFRTLIGSSILLLYGLGPFLMLIVYYYAYQGSLACRI 
LSVLQIIAQIFAKRSQTYLSLLRYLDLELYFDGFTFETVDGPINQEKSLF 
AVHPHGIFSLGMFLNNHRDHFGKNAVVCGSRMVTIAPIMGLLHKLGGMVS 
VNPESLQQIMKKGNNIALLPGGFEEATISSRKENRIFIKSRKGFIKYAIR 
YGYKVYPTFVFNENRIYNYFDKFENFRLFLNKFKLVGVIFWSKLGMLPEF 
NHEIHTVVGKPMDLPQMENPSQDIVEKYHTQYIEQLQALYEKYSKIYNVK 
EELKLY 
 
TtWS2 (XP_001026090) 
MSGSDSDNKRPTRNLKSVIGSTFFAIYNFLPVLMVYIYYKAITGNLICIA 
LSIIQIYAQATAKKSTLYRKFLTYFSAEYFFDEYTLKKEEELAPEKTLLA 
VHPHNVYTVGLSIHDYAGRLGNQLICGSRMLLYTPLLGLVHKWGGVTTVD 
AANLKSLMSKNKNISILPGGFEEATLTTPKENRVFIKNRKGFIKYALRYG 
YNVHPVYIFNENKIFYTLEKFEQFRLLLNKLKLVGVIFWSRFGCIPEPCS 
KVNTVVGKAIKMPKIENPTDDEVDKYHEIYVNALKDLFDRNKALYGQKDE 
VLKIY 
 
TtWS3 (XP_001008104) 
MTMQIIFYFYRTKILVDKMSLNPWAGRPFKAVFGFFFICFCMSLPLQFIY 
IYKKALEGNIFMIIISLLQIYFQYFAKVKAQPALIKFTKWMHYEKYFEEF 
NFHQVEEHLQEKDSIFAVHPHYMFTYGLVLNYYQGNFGKNLAVLTTRSLL 
MLPGYGLLHQLTGLQGVDAENMKKLMKNHQNFALVPGGFEEATLTTRNEQ 
KIFVKNRKGFIKYAIQGGYTIYPVYIFGESKAYHYIESFLNLRLALNKIK 
MVGVFFWSRFGLIIPEWKVKINTVVGKALKFPQSDNPSKELIDKCHAEYI 
EAIKNLYYSHREKFGETAELAIY 
 
TtWS4 (XP_001019739) 
MASQSIDSQKQDKIKKIKASIGVFFVFVIMALFIIYVYLIIRGLIQRDIV 
ILTFTATQIIYQVFFAKKNQTFINFFQYFECHNYFNHAIVEFEEEMQKNN 
SMLCVHPHGILTVGLLLNLNTYIQMPALSSRFLLSTPFLGMLCKWWGFKS 
VDGSNFKKLCENGQNFALVPGGFEEATLSSQTKDRVYIKHRKGFIKYGLK 
YGYKIYPMYTFNENKLFKTLDDTLLNFRLYLNKLKLVTAIFYSKYLFILP 
DPNYNLTSVVAKGIQLPKIENPTKQDVEKYHQMYITELKELFNRHKARFN 
NNNEMIIY 
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